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RÉSUMÉ
Les adhésines f1651 et CS31A sont produites par des Escherichia cou responsables
de septicémies chez le porcelet et le veau. Deux types de régulation transcriptionnelle
s’exercent sur les opérons foo et cÏp (codant pour f1651 et CS3IA respectivement) le
contrôle dci taux d’expression et le contrôle de la variation de phase. Les opérons foo et clp
sont soumis à la réguLation dépendante de la méthylation et présentent des caractéristiques
communes deux sites GATC conservés en amont de la région régulatrice, les régulateurs
transcriptionnels homologues des protéines PapB et PapI. La protection par la methylation
des sites GATC est dépendante de la protéine Lrp (Leucine responsive regulatory protein).
Lrp et CÏpB, l’équivalent de PapB, répriment la transcription de base de cÏp. Un homologue
de PapI (Afaf) est requis, avec Lrp, pour établir la variation de phase, qui déclenche la
production en majorité de cellules en phase-OFF. Le mécanisme de variation de phase de
ctp a été élucidé dans les cellctles en phase-OFF, le site GATCdt est méthylé et le site
GATCprox est non-méthylé, alors que dans les cellules en phase-ON. la situation inverse est
établie. Conformément à cette observation, l’affinité de Lrp est plus grande pour la région
GATC.0 que pour la région GATCdI.aussi bien in vitro que in vivo. In vivo, l’apparition
de cellules en phase-ON requiert ta présence de Afaf qui semble augmenter l’affinité de
Lrp pour le site GATCd5. Nous avons démontré qcte contrairement à ctp, Lrp active la
transcription de base defoo. Lrp et fool (l’homologue de Papi) sont requis pour établir la
variation de phase defoo, qui conduit à la production majoritaire de cellules en phase-ON.
La corrélation du profil de méthylation avec les cellules en phase ON ou OFF est moins
bien définie pour Jio que pour clp, et l’affinité de Lrp est identique pour les deux régions
GATC. L’influence de plusieurs conditions environnementales sur l’expression de foo et
cÏp a été testée. Les résultats obtenus sctggèrent une meilleure expression des deux opérons
dans des milieux nutritionnellement pauvres, même à des pH modérément faibles et de
fortes osmolarités. L’alanine. le milieu LB et les basses températures augmentent le nombre
de cellules en phase-OFF, alors que le glucose et la leucine répriment la transcription de
base sans modifier la variation de phase. In vitro, l’alanine et la leucine diminuent l’affinité
de Lrp pour les deux régions GATC des régions régulatrices de cÏp etfoo. Pour ctp, ceci
s’est traduit, in vivo, par l’augmentation de la méthylation du site GATCd et de la non
méthylation du site GATCpr0x, favorisant ainsi le profil caractéristique des cellules en
phase-OFF. De plus, l’alanine empêche la protection contre la méthylation du site GATCdst
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dépendante de AfaF et ainsi l’apparition des cellules en phase-ON. Pour foo, en présence
d’alanine, la protection contre la méthylation des deux sites GATC est augmentée, alors
que la leucine favorise la méthylation des deux sites. La compréhension de ces mécanismes
de régulation pourrait permettre le développement de nouvelles stratégies préventives ou
thérapeutiques pour lutter contre les colibacilloses.
Mots clés t adhésine, variation de phase, Lrp,foo, clp
VABSTRACT
F1651 and CS3IA, belonging to the P-regulatory family, arc bacterial adhesins
synthesized by E. cou strains associated with septicemia in piglets. Two types ofregulation
are exerted on thefoo and cÏp expression (encoding F1651 and CS3IA respectively) the
control ofthe expression level and the phase variation control. Thefoo and cÏp operons are
under methylation-dependent transcriptional regulation. Common features of operons
encoding members of this family include two conserved GATC sites in the upstream
regulatory region, and transcriptional regulators homologue to the PapB and PapI proteins.
Methylation protection of GATC sites was previously shown to be dependent on the
leucine-responsive regulatory protein (Lrp). Lrp and C1pB, the PapB equivalent, repressed
clp basal transcription. A PapI homologue (AfaF) was required together with Lrp to
establish the phase variation control, which gave rise to a majority of phase-OFF celis. The
clp phase variation mechanism was elucidated: in phase-OFF celis, the GATCdt site is
rnethylated and the GATCpr0x site is not methylated, whereas in phase-ON cells, the inverse
situation is found. Lrp affinity is higher for the GATCpr0x region than for GATCdt region
either in vitro or in vivo. In vivo, appearance of phase-ON ceils requires the presence of
Afaf which seemes to increase Lrp affinity for GATCd site. In this study we demonstrated
that in contrast to cÏp, Lrp activates the/oo basal transcription and that Lrp and FooT (PapI
homologue) are necessary for thefoo phase variation mechanism which lead to a majority
of celis phase-ON. The correlation of methylation protection patterns with cells in ON or
OFF phase is less defined for foo than for clp and Lrp affinity is identical for both foo
GATC regions. Influence of several environmental cues was tested on foo and clp
expression. Results obtained suggest that best expression of both operon happens in poor
nutritional medium, even at slight acidic pH or at high osmolarities. L-alanine, LB medium,
and low temperature increase the number of phase OFF celis, whereas glucose and leucine
repress the basal transcription without altering the phase variation. In vitro, alanine and
leucine decrease the affinity of Lrp to both GATC regions of the cÏp and foo regulatory
regions. For cÏp, in vivo, this lead to an increase of methylation of GATC5 and 0f non
methylation of GATCpr01, which promotes the methylation pattem characteristic of OFF
cells. Furthermore, alanine prevents the AfaF-dependent methylation protection of
GATCdI5t and thus the appearance of phase-ON ceils. For foo, in presence of alanine,
vi
protection from methylation of bothfoo GATC sites is increased, whereas in the presence
of leucine, methylation of both foo GATC sites is increased. Thus differences in alanine
and leucine repression are observed in the two fimbrial systems. Their mechanism of action
is an interesting target for a new therapeutic strategy.
Keywords adhesin, phase variation, Lrp,/ào, cÏp
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kDa kiloDaltons nm nanométre (1 0 m)
-
-9kV kiloVolts nM nanomolaire (10 M)
L litre pb (bp) paire de base (bctse pair)
m mètre UM (MU) unité Miller (MiÏÏer ‘s unit)
M molaire V Volts
osM osmolaire tg microgramme t 1 06 g)
.
-3 - - -6
mg milligramme (10 g) ut microlitre t 10 L)
min minute iiM micromolaire (1OE6 M)
.-. -3
ml millilitre (10 L)
Symboles
QL Alpha ± ou +1- Plus ou moins
f3 Bêta < Plus petit que
A Delta > Plus grand que
? Lambda O Degré
°C Degré Celsius
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SECTION I- Recension de la littérature
INTRODUCTION.
Ce projet de doctorat est réalisé en cotutorat Québec-France entre le GREMIP et
l’INRA, sous la direction du Dre Josée HAREL et du Dre Christine MARTIN. Il consiste
en l’étude comparative de la régulation de l’expression des opérons foo et cÏp codant pour
les adhésines f l65 et CS31A, produites par des Escherichia cou responsables de
septicémies et de diarrhées chez le porcelet et le veau.
Escherichia cou est une bactérie commensale du tube digestif de l’Homme et de
l’animal. Cependant, certaines souches sont pathogènes et responsables d’infections
intestinales ou extra-intestinales, telles que des cystites, pyélonéphrites, septicémies,
méningites. Les bactéries pathogènes synthétisent des facteurs de virulence qui leur
permettent de coloniser les muqueuses de l’hôte, de résister à l’activité bactéricide du
sérum, à la phagocytose... Parmi ces facteurs de virulence, les adhésines permettent aux
bactéries d’adhérer aux cellules épithéliales de l’hôte, leur évitant ainsi d’être éliminées par
les flux biologiques et leur permettant de coloniser efficacement les muqueuses. Ces
adhésines sont requises lors de [‘étape primordiale du processus infectieux, mais leur
synthèse nest pas nécessaire en permanence. En effet, l’interaction hôte—pathogène est un
processus dynamique dans lequel le pathogène rencontre diverses conditions
environnementales. Sa survie en différents endroits de l’hôte nécessite de sa part des
réponses adaptatives. Pour cela, il doit répondre en permanence aux stimuli qu’il reçoit de
son environnement immédiat. Ainsi, les systèmes de régulation spécialisés contrôlant
l’expression des facteurs de virulence sont complexes et indispensables à sa survie.
Comprendre comment des facteurs présents dans l’environnement immédiat du pathogène
peuvent réguler la synthèse de facteurs de virulence est important dans l’optique du
développement de nouvelles drogues anti-infectieuses en alternative à l’utilisation
d’antibiotiques.
21. LES ESCHERICHIA COLT PATHOGENES.
Escherichia cou est une bactérie à Gram-négatif capable d’occuper des niches
écologiques variées. C’est une bactérie commensale du tube digestif des mammifères, mais
aussi un microorganisme pathogène lorsqu’il possède des facteurs de virulence. C’est donc
un pathogène susceptible d’occasionner une grande diversité de pathologies, qu’elles soient
intestinales (entérites, diarrhées) ou extra-intestinales (infections urinaires, septicémies,
méningites, mammites).
Dans le cas des infections entériques, E.coÏi est à l’origine de différents symptômes
dont des diarrhées pouvant prendre des formes diverses selon l’expression des facteurs de
virulence caractérisant le pathovar qui prolifère massivement au contact de l’épithélium
intestinal, (production d’entérotoxines cytotoniques ou cytotoxiques, entéroinvasion,
entéroadhésion....). Il existe au moins six classes dE. cou pathogènes t EPEC (E.coli
entéropathogènes), DAEC (E.coli à adhésion diffuse), EAEC (E.coÏi EntéroAggrégatives),
STEC (E.coÏi produisant la Toxine de type Shiga) dont les souches humaines appelées
EHEC (EcoÏi entérohérnorragiques), EIEC (EcoÏi entéroinvasives) et les ETEC (E.coÏi
entérotoxinogênes) (Donnenberg et Whittam, 2001; Levine, 1987). Dans le cas des
infections extra-intestinales, il peut s’agir de colibacilles qui franchissent la paroi
épithéliale par transiocation comme les SEPEC (E.coli septicémiques) et MENEC (E.coÏi
responsables de méningites) ou d’une contamination d’autres organes par les matières
fécales comme pour les UPEC (E.coli responsables d’infections urinaires), ainsi que les
E.coÏi responsables de mammites bovines et porcines (Fairbrother et Ngeleka, 1994). Des
critères étiopathogéniques sont actuellement à l’origine d’une classification des E.coÏi
pathogènes en plusieurs familles qui se distinguent par les facteurs de virulence, les
symptômes cliniques, les caractéristiques épidémiologiques et 1 appartenance à divers
sérotypes O, K et H (Tableau 1).
Quelle que soit l’infection considérée, l’adhésion des bactéries à la surface des
muqueuses de l’hôte est une étape primordiale puisqu’elle permet la colonisation des tissus
par les pathogènes qui, dès lors, ne sont plus éliminés par les processus naturels
(péristaltisme intestinal, flux biologiques) et peuvent ainsi exprimer leur pathogénicité avec
un maximum d’efficacité. Cette adhésion peut être réalisée, soit de façon non spécifique par
l’intermédiaire d’interactions hydrophobes et/ou électrostatiques entre les bactéries et les
-D
cellules épithéliales, soit de façon spécifique. Dans ce cas, des structures particulières
présentes à la surface bactérienne, nommées facteurs d’adhésion ou adhésines,
reconnaissent certains récepteurs sur les cellules cibles eucaryotes.
PATHOVARS PROPRIÉTÉS Références
EPEC (E.coIi entéropathogè Colonisation de l’intestin grêle avec lésions de la muqueuse
Facteurs de virulence Adhésion aux entérocytes I adhésion localisée aux cellules HEp2 et
HeLa en culture
Présence d’EAF (EPEC Adherence Factor) à déterminisme
plasmidique (50-70 MUa)
système de sécrétion de type III, l’intimine de 94 kDa EAE (Ecoli
Attachement-Effacement) et son récepteur Tir, impliqués dans les Donnenberg et
lésions histologiques d’attachement-effacement des mi Whittam, 2001
Selon les souches, production de la toxine lymphostatine.
Sérogroupes principaux O111:H2, 0114:H2, 0126:H2, 0128:H2, 055:H6, 0119:H6,
0125:H6, 0127:H6, 0142:H6 Levine, 1987
DAEC (Diffuse Adhering Ec Colonisation du caecum et du colon
Adhésion aux entérocytesl adhésion diffuse aux cellules HEp2 et
HeLa en culture
Protéine de 100 kDa impliquée dans l’adhésion diffuse isolée de
Facteurs de virulence souche 0126:H7
Sérogroupes principaux 04, 015, 028, 044, 050, 055, 069, 075, 086, 0125, 0126, 0127,
0128
EAEC (E.coIi EnteroAggréga Adhésion ni diffuse ni localisée “biofilm like” Okeke et
Production dentérotoxine cytotonique thermostable (ST) Nataro, 2001
(E.coli produisant la
STECNTEC toxine Shiga-like oudont EHEC Vero-toxine, E.coli
entérohémorragiques) Colonisation de l’intestin grêle et lésions de la muqueuse
Nataro et Kaper,
Facteurs de virulence Plasmide de virulence de 60 MDa 1998
sécrétion de type III, l’intimine de 94kDa EAE (E.coli Attachement-
Effacement) et son récepteur Tir, impliqués dans les lésions
histologiques d’attachement-effacement des microvillosités intestin
Production hémolysine (plasmide)
Forte production de toxines shiga-like (SLT) (stxl, stx2). Selon
souche, production de lymphostatine.
Sérogroupes principaux 0157:H7, 026:H11, 0111:H8, 0103:H2, 0145, 0138:K81:H-,
0139:K82:H1,0141:K85:H4,0157:H7,026:H11,0111:NM, Wasteson,2001
04:NM, 08:H9, 0149:H8, 07:H40 Donnenberg et
Whittam, 2001
Levine, 1987
Invasion et prolifération dans les cellules épithéliales in vivo et
EIEC (E.coli entéroinvasifs) en culture
Facteurs de virulence Plasmide de virulence de 140 MDa (-shigelles) codant pour des
protéines de la membrane externe, d’adhésion et d’expression du
pouvoir invasif.
Production de cytotoxines de type Shiga (SLT) mais
immunologiquement différentes de celle des EHEC
Sérogroupes principaux 028ac, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0173 Levine, 1987
4PATHOVARS PROPRIÉTÈS Références
ETEC (E.coIi entérotoxinogè Colonisation de tintestin grêle sans lésions de la muqueuse
Facteurs de virulence Plasmide de virulence de 27 MDa codant pour des protéines de la
membrane externe, des protéines dadhésion et des toxines chez
0159:H4
Adhésion aux entérocytes par divers fimbriae exphquant la
spécificité d’hôte (CFA/l-ll, CS1-6....).
Production d’entérotoxines cytotoniques thermostables (ST) et f ou
thermolabiles (LT).
Sérogroupes principaux 06, 08, 015, 020, 025, 027, 063’ 078, 080, 085, 0115, 0128ac,
0139, 0148, 0153, 0159, 0167, 06:H16, 08:H9, 015:H11, Levine, 1987
025:H42, 078:H12, 0120:H7, 020:H-, 08, 09, 020, 0101, 0141, NagyetFekete,
0147,0157 1999
SEPEC
Colonisation puis transiocation et dissémination par la
(E. cou septicémiques) circulation sanguine
Facteurs de virulence Adhésion aux cellules épithéliales (digestives ou uro-génitales) par
diverses adhésines fimbriales ou non.
Résistance à l’effet bactéricide du sérum: nature du LPS / capsule K Cherifi et al.,
I protéines membranaires (Tra T) 1990
Résistance à la phagocytose: capsule K Fairbrother et
Production d’aérobactine Ngeleka, 1 994
Production d’hémolysine
Sérogroupes principaux 015, 055, 078, 086, 0115, 0137, 06, 08, 09, 011, 015, 017,
018, 020, 045, 060, 078, 083, 093, 0101, 0112, 0115, 0116
(E.co!i responsables
.MENEC . . . Colonisation liquidede meningites)
Adhésines fimbriaire (S, type I) Korhonen et al.,
R:K1 (LPS rugueux) 1985
Colonisation des vois urogénitales pouvant causer des
UPEC (E.coIi uropathogènes atteintes du parenchyme rénal
Facteurs de virulence Adhésion aux cellules uroépithéliales par diverses adhésines
fimbriaires ou non.
Résistance à l’effet bactéricide du sérum: nature du LPS / capsule K
I protéines membranaires (Tra T, lss) ]ohnson, 1991
Résistance à la phagocytose: capsule K
Production d’aérobactine
Production d’hémolysine
Sérogroupes principaux 01:K1 :H7, 04:K12:H1, 06:K2:H1, 016:K1:H6, 06:K13:H1,
06:K1 :H6
E.coIi responsables de mammite peu d’études Fairbrother et
Facteurs de virulence hypothèse: endotoxine Ngeleka, 1994
Fimbriae non corrélés avec signes cliniques
Tableau 1 Pathovars d’E.coÏi pathogènes chez l’homme et l’animal.
2. LES FACTEURS DE VIRULENCE BACTERIENS.
Dans ce chapitre une classification des facteurs de virulence est donnée, mais seuls
les facteurs d’adhésion et leur production seront décrits.
)2.1. Définition, fonctions.
Les micro-organismes pathogènes, au cours de l’établissement d’une infection,
synthétisent des facteurs de virulence leur permettant de survivre et de se multiplier dans
l’hôte (Fig. 1). On les classe selon leur fonction en 4 grandes catégories
- Les facteurs de virulence permettant la colonisation du rumen, de l’intestin,
de la cavité buccale, des voies urinaires.
- Les facteurs de virulence capables d’induire la mort d’un organisme ou des
désordres pathologiques et qui sont appelés toxines.
- Les facteurs de virulence permettant l’invasion des cellules eucaryotes.
- Les facteurs de virulence permettant la dissémination du micro-organisme.
Ces facteurs de virulence confèrent un avantage à la bactérie dans un environnement
spécifique auquel elle peut ainsi s’adapter. Ils ne sont donc pas synthétisés de façon
constitutive. Par exemple, un facteur synthétisé au niveau intestinal, et donnant un avantage
compétitif envers les micro-organismes de la flore commensale, n’a plus lieu d’être
synthétisé au niveau sanguin. L’environnement direct de la bactérie est donc capable de
contrôler l’expression de ses facteurs de virulence. Le micro-organisme capte des signaux
environnementaux comme la température, le pi-I. l’osmolarité, la nature de la source de
carbone, la concentration en acides aminés, en fer, en ammonium, etc. ... Il y répond de
façon appropriée en synthétisant les facteurs de virulence adéquats et en réprimant la
synthèse de ceux qui sont inutiles dans l’environnement présent (Hard et Martin, 1999).
6En général, les gènes codant pour la synthèse de ces facteurs de virulence sont
regroupés dans des zones appelées flot de pathogénicité sur le chromosome ou sur un
plasmide. Les flots de pathogénicité (PAIs pour « pathogenicity island ») sont de larges
fragments d’ADN situés sur le chromosome des bactéries pathogènes, et codant pour des
gènes de virulence (Hacker, 1 996). Voici les critères les caractérisant
- portent des gènes de virulence, souvent plusieurs.
- présents chez les souches pathogènes, et absents (ou distribution sporadique)
chez les souches non pathogènes dans une même espèce (ou espèce
apparentée).
Tissu de I hôte
Cupsiile t antigône K
LPS (endotoxine antigêne O)
fig. 1: Représentation schématique d’une cellule «E. cou interagissant avec les tissus de
Fhôte. soulignant les facteurs de virulence bactériens. Les protéines membranaires
impliquées dans le transport et la résistance au sérum sont indiquées par des carrés,
triangles et ronds noirs. ME, membrane externe; MI, membrane interne; LPS,
lipopolysaccharide. Tiré de Johnson, 1991.
7- contenu en G+C différent de celui de l’ADN bactérien de l’hôte.
- occupation de grandes régions chromosomiques (souvent supérieures à 30kb).
- contiennent des unités génétiques compactes et distinctes, souvent flanquées
d’unités répétitives aux extrémités.
associés avec des gènes ARNt et/ou des éléments de séquence d’insertion (IS) aux
extrémités.
portent des gènes de mobilité (éléments 15, transposases,...).
sont des structures génétiques plus ou moins stables.
Par exemple, le chromosome de la souche uropathogène E. cou 536 contient quatre flots de
pathogénicité. Le premier flot, PAl 1536, contient des gènes codant pour une -hérnolysine,
deux adhésines similaires à F17 et à CS12. Le second flot contient des gènes codant pour
l’adhésine Hek, le firnbriae P, l’a-hémolysine et une adhésine similaire à une
hérnaggiutinine. Les gènes du troisième îlot, PAl ffl36, codent pour le fimbriae S, le
système de sidérophore Iro, l’adhésine Sap, une protéase similaire à Tsh et un récepteur
héminique similaire à HmuR. PAl IV536, contient les gènes codant pour le système de
sidérophore yersiniabactine (Dobrindt et al., 2002).
2.2. Les facteurs d’adhésion.
2.2.1. Morphologie.
Les fimbriae (ou pili) sont les facteurs de virulence les plus connus impliqués dans les
mécanismes de colonisation et d’adhésion. Ils permettent la colonisation du rumen, de
l’intestin, de la cavité buccale et des voies urinaires (Hacker, 1992). Ce sont des appendices
protéiques, hétéropolymériques, qui en microscopie électronique ressemblent à des cheveux
à la surface bactérienne. Leur diamètre varie entre 2 et 10 nm (Kuehn et al., 1992; Low et
al., 1996; Ottow, 1975). Les firnbriae peuvent être flexibles ou rigides (Kuehn et al., 1992).
Il existe de multiples fimbriae avec diverses propriétés d’adhésion. Une même bactérie est
capable de synthétiser plusieurs types de firnbriae CS3IA, f165 et K99 sont produits par
une souche 08 et une souche 023, CS3IA, Pap3lA et F17c sont produits par la souche 31A,
F1651 et AfaI sont produits par les souches 011 et 0101 (Bertin et aÏ., 2000; Contrepois et
$
aï., 1989; Maiti et al., 1993). Les fimbriae sont plus fins et généralement plus courts et plus
nombreux que les flagelles (entre 100 et 1000 fimbriae par bactérie). Ils sont généralement
distribués de façon péritriche sur toute la surface bactérienne, à l’exception du pili type IV
chez Neisseria gonorrhoeae ou Pseudomonas aeruginosa qui est distribué de façon polaire
(Flenrichsen, 1983; Low et aÏ., 1996; Whitchurch et aÏ., 1990). Le terme de « pili» est
couramment utilisé comme synonyme de fimbriae, bien qu’initialement ce terme désigne
des appendices comme les pili F, qui ont pour rôle de transférer de l’ADN d’une bactérie à
l’autre lors de la conjugaison (Low et aï., 1996; Ottow, 1975).
Les fimbriae sont composés de sous-unités protéiques appelées fimbrines et dont la
taille varie de 14 à 30 kDa. Un fimbriae contient différentes fimbrines, d’une part les sous-
unités majeures, qui correspondent au type de fimbrines les plus nombreuses dans la
constitution du fimbriae; d’autre part les sous-unités mineures, qui correspondent aux
fimbrines les moins nombreuses. Les fimbrines se polymérisent en fibre, dans un ordre
précis ce qui nécessite la participation d’autres protéines codées elles aussi par lopéron
fimbriaire.
Certaines fimbrines confèrent au micro-organisme la capacité de se lier
spécifiquement soit à un type cellulaire cible par reconnaissance d’un récepteur cellulaire.
comme le pili Pap ou type I, soit à des substrats présents dans le milieu comme la cellulose
comme le pili de type 1V de la bactérie à Gram positif Rllnhilfocoecus aÏbus, soit à lui-même
et on parle alors d’auto-aggrégation par exemple c’est le cas du pili BFP « Bundie Forming
Pilus » (Bieber et aÏ., 1998; Dodson et aÏ., 2001; Rakotoarivonina et aÏ., 2002; Schrernbi et
aÏ., 2001). Ces fimbrines sont alors appelées adhésines (Tableau 2) (Low et aÏ., 1996).
F
ac
te
ur
T
yp
e
F
da
dh
és
io
n
A
dh
es
in
e
R
ec
ep
te
ur
T
yp
e
de
re
si
du
du
re
c
e
pt
eu
r
C
el
lu
le
c
ib
le
R
ef
er
en
ce
s
.
u
ro
pl
ak
in
e
e
n
do
th
él
iu
m
hu
m
ai
n
de
la
Ty
pe
I
Fi
m
H
a
-D
-M
an
no
si
de
s
Zh
ou
e
ta
l.
20
01
la
v
e
ss
ie
Pa
p
Pa
pG
l
G
b0
3
a
-D
-g
al
ac
to
sy
I-
(1
-4
)--
e
n
do
th
él
iu
m
v
a
sc
u
la
ir
e
re
in
al
H
ul
tg
re
n
e
t
a
l.,
19
93
ga
lc
to
py
ra
no
se
(=
Ga
l-G
al)
Œ
-D
-g
al
ac
to
sy
l-(
1 -
4)-
f3-
Pa
pG
ll
G
b0
4
ga
lc
to
py
ra
no
se
+
N
-a
cé
ty
l-
e
n
do
th
él
iu
m
v
a
sc
u
la
ir
e
re
in
al
D
ob
so
n
e
t
a
l.,
20
01
ga
la
ct
os
am
in
e
(=
Ga
l-G
aIN
Ac
)
F7
-F
16
ga
la
ct
os
e-
N
-a
cé
ty
l-u
-(
1-
3)-
f3-
Pr
s
Pa
pG
lIl
G
b0
5
ga
la
ct
os
e-
N
-a
cé
ty
l(=
Ga
lN
Ac
-
e
n
do
th
él
iu
m
v
a
sc
u
la
ir
e
re
in
al
D
ob
so
n
e
t
a
l.,
20
01
G
aI
N
A
c)
ga
la
ct
os
e-
N
-a
cé
ty
l-
a-
(1
-3
)-3
-
F1
65
.1
Fo
oG
G
b0
5
ga
la
ct
os
e-
N
-a
cé
ty
l(=
Ga
lN
Ac
-
ép
ith
él
iu
m
in
te
st
in
al
po
rc
in
Fa
irb
ro
th
er
e
t
al
.,
19
92
G
aI
N
A
c)
F1
65
.2
Fo
t
G
al
-G
al
ép
ith
él
iu
m
in
te
st
in
al
po
rc
in
D
ub
re
ui
l
e
t
Fa
irb
ro
th
er
,
19
92
ép
ith
él
iu
m
in
te
st
in
al
bo
vi
n
o
v
in
F5
K
99
Fa
nC
a
c
id
e
si
al
iq
ue
de
G
ra
at
e
t
aI
.
19
80
po
rc
in
F4
K
88
Fa
eG
N
-a
cé
ty
l-D
-g
al
ac
to
sa
m
in
e
ép
ith
él
iu
m
in
te
st
in
al
po
rc
in
M
et
ca
lfe
e
t
a
l.,
19
91
C
S3
1A
CI
pG
a
c
id
e
N
-a
cé
ty
ln
eu
ra
m
in
iq
ue
n
t-
40
7,
C
ac
o-
2,
Di
M
ar
tin
o
e
ta
l.,
19
95
C
F2
9K
a
c
id
e
N
-a
cé
ty
ln
eu
ra
m
in
iq
ue
n
t-
40
7,
C
ac
o-
2,
Di
M
ar
tin
o
e
t
a
l.,
19
95
.
v
ill
os
ité
s
de
bo
rd
ur
e
e
n
br
os
se
F1
7c
20
K
G
af
D
N
-a
ce
ty
l-D
-g
lu
co
sa
m
in
e
T
an
sk
an
en
e
t
a
l.
20
01
de
v
e
a
u
e
t
a
gn
ea
u
F1
0
F1
0
Fo
c
G
gO
3C
er
ga
ng
lio
tri
ao
sy
lc
er
am
id
e
e
n
do
th
él
iu
m
re
in
al
e
td
e
la
ra
te
K
ha
n
e
t
aI
.,
20
00
S
Sf
aS
?
a
c
id
e
si
al
iq
ue
e
ry
th
ro
cy
te
hu
m
ai
n
e
t
bo
vi
n
M
or
sc
hh
us
er
e
t
a
l.,
19
93
CM
H
I,
Cu
rli
C
sg
A
fib
ro
ne
ct
in
e,
H
ep
-2
,
H
el
a,
ly
m
ph
oc
yt
e
T
H
am
m
ar
e
t
a
l.,
19
96
la
m
in
in
e
T
ab
le
au
2:
Li
ste
et
c
a
ra
c
té
ris
tiq
ue
s
de
fa
ct
eu
rs
d’
ad
hé
si
on
pr
od
ui
ts
pa
r
E.
c
o
u
.
D
’a
pr
ès
B
ou
sq
ue
t,
19
94
10
Une même adhésine peut fournir plusieurs variants. Dans le cas de PapG on retrouve
trois variants GI, Gli et GuI. Les trois variants, ou allèles, présentent des changements
subtils dans les préférences de récepteurs (Marklund et aÏ., 1992; Stromberg et aÏ., 1990).
Ces différences pourraient expliquer la prédominance de l’allèle III chez les E.coÏi isolés à
partir d’enfants ou de femmes présentant une cystite alors que l’allèle II est prédominant
chez les souches isolées de cas de pyélonéphrites chez les femmes et les enfants (Johanson
et aÏ., 1993; Johnson et Brown, 1996; Jolmson et al., 199$; Otto et aÏ., 1993). On connaît la
structure tridimensionnelle du variant II de l’adhésine PapG, dont le domaine situé à
l’extrémité amino-terminale reconnaît le récepteur cellulaire globotriasylcéramide (Gb04)
(Dodson et aÏ., 2001). Certains firnbriae sont en forme dhélices creuses avec l’adhésine au
sommet, comme le type I et le pili P, d’autres sont des fibres étirées flexibles sans cavité
axiale avec des adhésines tout le long de la structure, comme K88 et K99 (Low et ut.,
1996). Chez les souches d’E. coti intestinales les adhésines sont souvent des sous-unités
majeures alors que chez les E. coti extra-intestinales les adhésines sont en général des sous
unités mineures (Hacker, 1992). Les firnbriae ne sont, en général, pas impliqués dans la
mobilité des bactéries.
Il existe des adhésines afimbriaires, dont la structure n’est pas connue. Par exemple
dans le cas de CS3 lA, cette adhésine recouvre toute la surface bactérienne et sa structure
ressemble aux capsules polysaccharidiques bien qu’uniquement protéique (Girardeau et ut.,
19$$). Les adhésines de type AFA (AFA I, II, III, IV) sont produits par des E. cou
uropathogènes (Le Bouguénec et Bertin, 1999). L’adhésine afimbriare AfA-l est
responsable de la colonisation de l’épithélium urinaire notamment via l’adhésine AfaE
(Labigne-Roussel et ut., 1984; Le Bouguénec et Bertin, 1999).
2.2.2. Classification.
Il existe plusieurs classifications des fimbriae, mais à l’heure actuelle aucune n’est
unanimement utilisée. Les fimbriae ont d’abord été classés selon leur morphologie, selon
leur sérologie, puis selon leur capacité à agglutiner différents érythrocytes animaux, leur
composition chimique et le type de récepteur reconnu.
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D’un point de vue structural, il existe deux catégories de facteurs d’adhésion. Le type
I regroupe des fimbriae rigides de 7-10 nrn de diamètre, dont les sous-unités constitutives
sont distinctes des sous-unités responsables de l’adhésion, comme le pili P et le fimbriae
987P (Jacob-Dubuisson et aÏ., 1993; Khan et Schifferli, 1994). Le type 2 regroupe de fins
filaments flexibles (fibrilles), de 2 nm de diamètre. Ils recouvrent la surface bactérienne et
seraient principalement constitués de l’adhésine, cornmbe CS31A. AfaI, Afalli (Garcia et
aÏ., 1996; Girardeau et aÏ., 1988; Labigne-Roussel et aÏ., 1984).
La classification selon les types F est basée sur les propriétés antigéniques des
fimbriae, et on dénote 17 types (Ørskov et Ørskov, 1990).
Une troisième classification basée sur les propriétés adhésives divise en deux grands
groupes les firnbriae. Les E. cou, synthétisant des fimbriae, agglutinent les globules rouges
de diverses espèces. Or certains fimbriae lient des récepteurs contenant du mannose et
l’hémagglutination est inhibée en présence de mannose dans le milieu environnant. Ces
fimbriae, du premier groupe, sont alors dits sensibles au mannose (MS). Jusqu’à présent,
les seules protéines identifiées capables de lier du mannose chez les bactéries sont le
firnbriae type I de E. coÏi et la lectin PA-IIL de P. aeruginosa (Lerrer et Gilboa-Garber,
2001; Schrembi et aÏ., 2001). Le second groupe contient les fimbriae dits résistants au
mannose (MR) car ils permettent l’agglutination des globules rouges même en présence de
marmose. Ce groupe contient tous les autres fimbriae. Toutefois, il existe des adhésines
comme celles de 987P et de type 1C qui n’agglutinent pas les érythrocytes même si elles
fixent les cellules eucaryotes (Hacker, 1992).
2.2.3. Organisation génétique.
La biogenèse des fimbriae est un processus complexe dans lequel interviennent
plusieurs protéines dont les gènes sont le plus souvent regroupés à un nième locus, à
l’exception de Curli de E. cou. En effet, la production de cette structure fibreuse requiert la
transcription de deux opérons distincts csgAB et csgDEfG. Ces gènes codent pour
l’adhésine CsgA, le nucléateur CsgB, l’activateur transcriptionnel CsgD, les protéines
chaperon CsgE et CsgF et la lipoprotéine CsgG qui va s’intégrer dans la membrane externe.
L’opéron csgDEfG est situé en amont de csgAB. Ces deux opérons sont transcrits de façon
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divergente (Chapman et aï., 2002). Les autres gènes fimbriaux sont organisés en opérons,
plasmidique ou chromosomique.
L’analyse moléculaire approfondie des opérons fimbriaires (pap, fim, sfa, f17) ou
d’adhésines non associées à une structure filamenteuse (cÏp) a été effectuée, après clonage,
construction de mutants, étude de l’expression des gènes en maxicellules ou minicellules et
détermination des séquences nucléotidiques, (Fig. 2) (Klemm et Christiansen, 19X7; Martin
et al., 1991; Morschhauser et aï., 1993b; Norgren et at., 1984). Ces opérons contiennent les
gènes codant pour les fimbrines et les adhésines, les protéines du système d’assemblage et
les protéines chaperons. Ils contiennent souvent également une ou plusieurs protéines
régulatrices. L’organisation de ces gènes varie selon les opérons mais de manière générale
on trouve en 5’ les gènes codant pour les protéines régulatrices, puis les gènes des protéines
chaperons et du système d’ancrage, et enfin les gènes codant pour les sous-unités
constitutives du facteur d’adhésion. Toutefois, la production du fimbriae F17 requiert
seulement un groupe de quatre gènes fi 7. Aucun ne code pour une protéine régulatrice (Le
Bouguénec et Bertin, 1999).
1.3
F G H I J
______H
H_____
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rn
5 (sfo)
_______
A b C G
F17a(fl7a)
___
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Protéine de régulation j Sous-unité mineure
Protéine dancrage 5ous-unité majeure
Protéine chaperon f Sous-unité adhésine mineure
______
Non déterminé Sous-unité adhésine majeure
Fig. 2: Cartes des gènes codant pour la biogenèse des fimbriae K$8, K99, 9$7P, P, type I. S
et f 17a. D’après Méchin, 1994.
2.2.4. Modèle de bïogenèse.
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K88 (fae)
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Il existe plusieurs modes de polymérisation des facteurs d’adhésion à la surface des
bactéries à Gram négatif, (fig. 3) (Soto et Hultgren, 1999). Dans ce chapitre seulement
deux modes sont présentés. La structure de CS3ÎA et de F1651 à la surface bactérienne
(chapitre 3.2., fig. 6) s’apparente respectivement à celle de Curli et du pili Pap. F1651 et
Pap présentent des homologies protéiques entre leur sous-unités. Ainsi, les modes
d’assemblage de Curli et du pili Pap pourraient correspondre au modes de biogenèse de
CS31A et de F1651 respectivement.
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Fig. 3 Mode d’assemblage des facteurs d’adhésion Curli et Pap de E. cou. (A)
Assemblage du facteur d’adhésion Curli de E. cou par le mode de précipitation-nucléation
extracellulaire. Curli est constitué des sous-unités CsgA et CsgB, CsgG est ancrée dans la
membrane externe et permet la sécrétion des deux sous-unités. (B) Assemblage du pili Pap
de E. cou via le système de protéines chaperon et d’ancrage. Chaque sous-unité est
indiquée, PapD est la protéine chaperon et les sous-unités PapC constituent le système
d’ancrage dans la membrane externe. D’après Soto et Hultgren, 1999.
Les protéines constitutives des facteurs d’adhésion doivent traverser la membrane
interne, le périplasme et enfin la membrane externe pour être exposées sous forme
polymérisée à la surface bactérienne. La biosynthèse de Curli se fait par le mode de
polymérisation appelé précipitation-nucléation extracellulaire. Les protéines CsgE, Csgf et
CsgG, une lipoprotéine, sont homologues aux protéines chaperons et permettraient de
diriger les sous-unités CsgA et CsgB sécrétées dans le périplasme vers la membrane
externe. CsgA et CsgB seront ensuite sécrétées à l’extérieur du microorganisme, à l’aide
d’un facteur inconnu. CsgB, le composé mineur nommé nucléateur, a la capacité de
précipiter les protéines CsgA qui se polymérisent en facteur d’adhésion, à la fois à la
surface bactérienne mais aussi en se connectant au polymère de CsgA pour former des
branches de polymères CsgA (Chapman et al., 2002; Soto et Hultgren, 1999).
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Le deuxième mode est celui du système d’assemblage via les protéines chaperon-
ancrage, il a été décrit en détail pour le pili Pap. La production en surface de Pap fait
intervenir la protéine chaperon périplasmique PapD et la protéine d’ancrage PapC de la
membrane externe. PapD permet le transport de chaque sous-unité vers la membrane
externe jusqu’à la protéine d’ancrage (Dodson et aÏ., 1993; Hultgren et aÏ., 1993). PapC
permet la polymérisation des sous-unités entre elles et leur passage à travers la membrane
externe (Dodson et aÏ., 1993). Le mode d’assemblage via le couple protéine
chaperon!protéine d’ancrage est utilisé pour au moins 30 facteurs d’adhésion (Thanassi et
al., 199$). Le pili Pap est composé de six sous-unités majeures et mineures: PapG est
l’adhésine située à l’extrémité du pili, PapF est un adaptateur qui connecte PapG à la fine
extrémité du pili, PapE est le composant principale de cette extrémité (2 nrn de diamètre),
PapK connecte l’extrémité du pili au corps, PapA constitue ce corps de 10 nm de diamètre
et PapH permet de maintenir le pili accroché à la membrane externe (Bàga et ut., 1987;
Jacob-Dubuisson et al., 1993; Kueim et al., 1992; Thanassi et al., 199$). Chaque complexe
chaperon /sous-unité est dirigé vers le système d’ancrage de la membrane externe. Le
système d’ancrage, un pore composé de six à douze PapC, permet le passage de chaque
sous-unité à travers la membrane externe sans nécessité d’ATP. Le pore a diamètre de 2 à
3nm (Norgren et aÏ., 1987). Si l’extrémité du pili Pap passe dans ce diamètre, le corps du
pili. trop large pour passer, doit subir une linéarisation des sous-unités majeures PapA, qui
alors ne forment plus que 2 nrn de diamètre. D’après une étude microscopique réalisée sur
le fimbriae type I, on peut supposer qu’une fois en surface, PapA, comme FimA, reprend sa
structure tridimensionnelle en baguette et forme l’hélice du pili P, (Fig. 4) (Saulino et aï.,
2000).
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fig. 4: Images obtenues à la suite de la digitalisation des images en microscopie
électronique du système d’assemblage du pili type i à partir de la protéine d’ancrage. (1) Le
complexe protéique d’ancrage est inséré dans la membrane externe, vu du dessus. (2) Sortie
de la fibre protéique sous forme linéarisée à travers le complexe d’ancrage. (3) Vu de profil
montrant F obtention de la structure hélicoïdale du pili une fois à la surface. Tiré de Saulino
et cii., 2000.
L’étude de la structure du pili et de sa polymérisation chez des mutant PapK négatifs.
et/ou PapF négatifs, ou surproduisant PapK, PapE, PapH ou PapA, a démontré que l’ordre
de polymérisation des sous-unités est bien établi, de même que la longueur de l’extrémité et
du corps du pili (Bâga et cii., 1987; Jacob-Dubuisson et aï., 1993; Kuehn et aï., 1992;
Lindberg et aï., 1986). A chaque interaction la «fibre polymérique» est poussée à la
surface bactérienne et une fois que le corps du pili apparaît, celui-ci commence à adopter sa
structure hélicoïdale (Saulino et aï., 2000). Actuellement, on ne sait pas s’il existe une
interaction entre PapC et PapD pour réaliser la polymérisation.
2.2.5. Généralités sur la régulation de la synthèse des facteurs
d’adhésion.
La synthèse des facteurs d’adhésion est soumise à une régulation complexe en
réponse à différents stimuli environnementaux. Il existe plusieurs niveaux de régulation.
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Le premier est transcriptionnel. il contrôle l’activité du promoteur. influençant le taux
de transcription, et est responsable du phénomène de la variation de phase, (f ig. 5). Ces
deux mécanismes de régulation sont décrits clans les paragraphes 2.2.6.1 et 2.2.6.2. Si tous
les opérons codant pour des firnbriae voient leur niveau d’expression régulé, tous les
facteurs d’adhésion ne sont pas soumis au mécanisme de variation de phase, comme par
exemple K88 et K99 (Blyn et ctl., 1989; Huisman et ai., 1994).
A Variation de phase B Taux d’expression
*
Ç<j
10N1 Q
Fig. 5 Schéma de deux types de régulation transcriptionnelle : La variation de phase et le
taux d’expression. (A) La variation de phase. Une bactérie synthétisant les fimbriae est dite
en phase ON. Une bactérie ne produisant pas de fimbriae est dite en phase OFF. Quelle que
soit sa phase, une bactérie se divise en bactéries en phase ON et/ou en phase 0Ff. (B) Le
taux d’expression. Une bactérie en phase ON, va produire selon les stimuli
environnementaux plus ou moins de fimbriae à sa surface.
Le second niveau de régulation est le niveau post-transcriptionnel. Bàga et
collaborateurs ont démontré que les quantités des ARN messagers de papB et papA. sont
différentes. Les gènes papB et papA sont co-transcrits en un long messager qui subit un
clivage endo-nucléotidique libérant deux messagers. Le messager de papA. du fait d’une
séquence terminateur à son extrémité 3’, est plus stable que celui de papB qui, lui, est
presque instantanément dégradé par des exonucléases. Finalement, on trouve 100 fois plus
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d’ARN papA que de cotranscrit papBA dans la bactérie (Bâga et aï., 198$). Un autre
exemple est celui du fimbriae f1845 codé par l’opéron daa. Le gène codant pour la sous-
unité majeure DaaE, est cotranscrit avec daaC et daaD. Suite à un clivage
endoribonucléotidique en 5’, l’ARN messager daaE est obtenu. Alors que les RNAses III et
E dégradent l’autre partie du messager polycistronique, une structure en boucle à
l’extrémité 3’ du messager daaE, le protège de la dégradation (Bilge et al., 1993).
La production en surface des fimbriae est régulée par un mécanisme post
traductionnel qui constitue le troisième niveau de régulation possible. Par exemple, il existe
une gestion du stock des sous-unités arrivant dans le périplasme dans la biosynthèse du pili
P. En effet, la protéase périplasmique DegP dégrade les agrégats de sous-unités non
complexées aux protéines chaperons. Or, les E. cou ne possédant pas DegP subissent
l’accumulation des sous-unités agrégées, qui est létale (Jacob-Dubuisson et aÏ., 1994; Jones
et cii., 1997). Autre exemple, les altérations tridimensionnelles des sous-unités dans le
périplasme jouent aussi un rôle dans le contrôle de la production du pili P. En effet, DsbA
catalyse la formation de ponts disulfures nécessaires à l’assemblage du pili P (Jacob
Dubuisson et al., 1994). La transcription des gènes codant pour DegP et DsbA est activée
par Je système à deux composants CpxAR, lui-même activé en réponse à l’accumulation
périplasmique des sous-unités mal conformées et non couplée à la protéine chaperon
(Danese et Silhavy, 1997; Hung et aÏ., 2001; Podigliano et cii., 1997). Or CpxAR permet
aussi de renforcer la production du pili Pap en maintenant en phase ON l’opéronpap (Hung
et aÏ., 2001).
2.2.5.1. Régulation du niveau d’activité du promoteur.
La régulation du taux de transcription permet de contrôler la quantité d’ARN
messagers produits par une bactérie, et donc finalement la quantité de fimbriae produit à sa
surface. Des interactions entre FADN et les protéines permettent l’activation ou la
répression du promoteur cible. On parle alors de régulation en trans. Ces protéines
régulatrices sont parfois codées par l’opéron lui-même, permettant une autorégulation
(Blomfield, 2001). D’autres sont des régulateurs globaux du métabolisme bactérien, comme
19
Lrp, CRP, H-NS (Rare! et Martin, 1999). Cependant, les signaux environnementaux qui
contrôlent l’expression des facteurs de virulence et la façon dont le signal est transmis à la
bactérie sont encore mal connus. Une description plus détaillée des régulateurs que nous
supposons être impliqués dans les régulations environnementales modulant la production
des deux facteurs d’adhésion étudiés (CS31A et F1651) se situe dans le chapitre 5.
2.2.5.2. Le phénomène de la variation de phase.
La variation de phase contrôle le pourcentage de bactéries qui synthétisent (phase
ON) ou ne synthétisent pas (phase OFF) le facteur de virulence au sein d’une même
colonie. De plus, une bactérie mère peut donner dans sa descendance des cellules soit en
phase ON soit en phase OFF, quel que soit son phénotype. Cette régulation s’exerce au
niveau transcriptionnel.
La variation de phase se traduit par une haute fréquence de transition entre les phases
ON et OFF (Henderson et cii., 1999). Elle est réversible, se produit généralement à une
fréquence supérieure à 10 par génération et résulte en une population phénotypiquement
hétérogène (Henderson et aI., 1999). La variation de phase se produit chez différentes
espèces bactériennes, où elle régule entre autres l’expression de diverses structures de
surface chez les bactéries à Gram-négatif, particulièrement celle des fimbriae, des flagelles,
de certaines protéines de la membrane externe, des capsules et des lipopolysaccharides
(LPS) (Hallet, 2001; Henderson et aÏ., 1999). Par exemple, les fimbriae type I et S de E.
cou, les flagelles de Salnwnelta typhiinitrium, la protéine membranaire Ope de N.
meningitidis, la capsule de N meningitidis, le LPS de Haemophilus injhtenzae, ainsi que les
LOS (lipooligosaccharide) de iV ineningitidis sont soumis à cette régulation
(Hammerschmidt et aÏ., 1996; Leathart et Gally, 1998; Morschhiuser et ai., l993a; Sarkari
et aÏ.. 1994; Zieg et aÏ., 1977; Berrington et aÏ., 2002; Humphries et High, 2002).
Biologiquement, la variation de phase, parce qu’elle conduit à la création d’une population
mixte présentant une hétérogénéité phénotypique, pourrait constituer une stratégie
adaptative aux conditions environnementales sans cesse changeantes (milieu extérieur et
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hôte) et donc favoriser la survie du micro-organisme (Andrews, 1995; Dybvig, 1993; Lim
et ai, 1998; Mekalanos, 1992; Saunders, 1986).
Plusieurs mécanismes moléculaires peuvent rendre compte de la variation de phase
(Henderson et aL, 1999). La variation de phase peut s’opérer par l’entremise de
réarrangements génomiques, tels que (i) l’inversion site-spécifique d’un fragment d’ADN
(ex.: fimbriae type 1 de E. cou (Abraham et aï., 1985)); flagelle de SaÏrnoneÏla typhimatrium
(Johnson et Simon, 1985; Zieg et al., 1977), (ii) des systèmes de recombinaisons
complexes impliquant la recombinaison homologue RecA dépendante (ex. : pili de type IV
de Neisseria gonorrhoeae) (Seifert, 1996; Swanson et al., 1986), qui conduisent souvent â
des délétions, des duplications ou des transferts de gènes. La variation de phase peut aussi
être accomplie par un mauvais appariement des brins d’ADN lors d’un glissement
(« slipped-strand mispairing »), un mécanisme RecA indépendant causé par un mauvais
appariement transitoire, lors de la réplication, de séquences répétées d’ADN (SSRs : «short
tandem repeats »; ou VNTRs : «variable number of tandem repeats ») (Chandier et Fayet,
1993; van Beikum et al., 1998). Une altération dans les régions SSRs, lorsqu’elles sont
localisées en amont d’un gène, influence la transcription alors que lorsque ces régions sont
situées à l’intérieur d’un gène, l’altération modifie le cadre de lecture ouvert
transcriptionnel (ex. : opaC de N gonorrhoeae; opc de N meningitidis ) (Meyer et aï.,
1990). Enfin, la variation de phase médiée par la néthylation différentielle est un
mécanisme épigénétique (Blyn et aï., 1990; van der Woude et al., 1996) puisque seuls les
phénotypes et non les génotypes sont altérés t l’intégrité dci génome est maintenue tandis
que diverses protéines régulatrices agissent de concert en vue de modifier la transcription
du gène sujet â la variation de phase. Ce mécanisme est impliqué pour la régulation
transcriptionnelle des opérons pap, sfa...
2.2.6. Interactions hôte-pathogène.
L’interaction hôte-pathogène déclenche des réponses d’une part de l’hôte et d’autre
part de la bactérie. Du côté de la cellule eucaryote, il a été démontré que le firnbriae P
stimule la production de cytokines cellulaire, indépendamment du LPS et de CD 14, via le
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récepteur Toli-like 4 (TLR 4) (Frendéus et aÏ., 2001). In vivo, une souris déficiente pour
TLR 4 est incapable de répondre à l’infection urinaire d’une souche F. cou produisant le
pili P. De plus, le fimbriae type I peut, lui aussi, stimuler la réponse inflammatoire de l’hôte
en permettant l’interaction du LPS avec le récepteur TLR 4 indépendamment de CD14
(Hediund et aÏ., 2001). Trois autres facteurs d’adhésion de pathogènes oraux déclenchent la
production de TNfx et IL-1F3 par les cellules humaines mononucléaires différenciées THP
1 : la sous-unités fimbriaire majeure f imA de Porhyrornonas gingivatis, l’adhésine BspA
de Bacteroides forsythtts et l’adhésine AgI/II de Streptococcus mutans. L’induction des
deux cytokines dépend des récepteurs cellulaires CD14 et TLR4 pour FimA et AgI/II, alors
que pour BspA cela dépend de CDÏ4 et TLR2 (Hajishengallis et al., 2002). Du côté
bactérien, ta fixation via l’adhésine PapG à son récepteur rénal eucaryote stimule la
transcription du gène codant pour le régulateur-senseur AirS. AirS régule la synthèse d’un
système d’acquisition du fer par les E.coÏi uropathogènes (Pernstig et aÏ., 2000). De plus,
l’interaction hôte-pathogène dans le tractus urinaire déclenche une cascade de défenses
innées comme la production d’oxyde nitrique qui peut induire des stress périplasmiques
chez E. cou. Le système de transduction du signal à deux composants CpxAR contrôle la
réponse bactérienne aux stress extra-cytoplasmiques tels que des altérations de la
membrane interne, un pH élevé, surproduction de N1pE et l’agrégation périplasmique de
protéines mal formées (Snyder et aÏ., 1995). D’une part CpxAR renforce la production du
pili P en activant l’expression de gènes codant pour des protéines périplasmiques nécessaire
à l’assemblage du pili et en maintenant en phase ON l’opéron pop, ce qui permet d’assurer
la colonisation de l’épithélium et la persistance de la souche (Hung et aÏ., 2001). D’autre
part, CpxAR pourrait être à l’origine de l’activation de plusieurs autres facteurs de
virulence comme l’hémolysine, le facteur nécrosant cytotoxique et le fimbriae type 1.
puisque la séquence consensus de CpxR a été trouvée dans les régions régulatrices des
gènes codant pour ces facteurs (Hung et aÏ., 2001).
2.2.7. Conclusions.
Les études sur les systèmes d’adhésion bactérienne ont été largement stimulées par
les répercussions cliniques possibles dans la prévention ou la guérison de certaines
maladies infectieuses dont nous avons parlé précédemment. Comme les fimbriae jouent un
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rôle primordial dans ces mécanismes de pathogénèse, ils apparaissent effectivement comme
une cible de choix dans la lutte contre les infections provoquées par les bactéries exprimant
ces structures. Ainsi différentes démarches pour inhiber l’adhésion ont été abordées
- obtenir une inhibition in vivo de la synthèse des adhésines bactériennes. Cette
voie, peu étudiée en production animale pourrait prendre de l’importance en
santé humaine face au nombre croissant de souches résistantes aux
antibiotiques et face à l’élargissement croissant du spectre de résistance de ces
mêmes souches.
- obtenir une inhibition compétitive de l’adhésion à l’aide de récepteurs purifiés
analogues à ceux reconnus par les adhésines.
- inhiber l’attachement par des anticorps dirigés contre la fimbrine majeure ou
l’adhésine. Cette dernière approche a conduit à des applications concrètes dans
le secteur vétérinaire. La formule vaccinale tient compte des différentes
valences correspondant aux principales adhésines et est administrée aux mères
gestantes qui transmettent aux nouveau-nés les anticorps anti-adhésines par le
colostrum. Le laboratoire de microbiologie de l’JNRA de Theix (france) a
ainsi développé en collaboration avec Rhône-Mérieux le vaccin
«Immocolibov » qui confère une protection passive aux veaux nouveau-nés
contre les diarrhées provoquées par des E. cou exposant les antigènes K99,
F41, F17c et CS31A.
3. GENERALITES SUR F1651 ET CS31A.
Ce chapitre présente les caractéristiques essentielles des antigènes polymériques
F1651 et CS31A, ainsi que les données de la régulation transcriptionnelle des opéronsfoo et
cÏp.
3.1. Epidémiologie et pathogénicité.
En france. au Canada et en mdc f165 est retrouvé en moyenne chez 35% de veaux
morts en état de bactériémie colibacillaire. Au Canada, F165 est retrouvé respectivement
chez 14% des porcelets infectés (Contrepois et al., 1989). f165 est un complexe formé de
deux fimbriae F1651 et f1652 (Harel et al., 1991; Harel et al., 1992b; Hard et aï., 1995).
L’antigène de surface F1651 a été mis en évidence initialement chez des souches d’E. cou
non-entérotoxinogènes isolées de diarrhées et de septicémies chez le porcelet (Contrepois et
aÏ., 1989; Fairbrother et al., 1986; Ngeleka et al., 1993; Ngeleka et al., 1994). Les sotiches
F1651 positives appartiennent souvent aux sérogroupes 04, 07, 08, 09, 011. 013, 015.
017, 018, 020, 023, 024, 025, 078, 086, 0101, 0115, 0117, 0139, 0141, 0149 et
0153 (Contrepois et aÏ., 1989; Maiti et aÏ., 1993). F1651 a aussi été identifié chez des E.coli
septicémiques humaines, majoritairement de type 04 et 06 pour f1651 (Cherifi et al.,
1990). Le rôle exact de F1651 n’est pas connu. Des infections expérimentales de porcelets
avec la souche sauvage ou des mutants f1651 négatifs suggèrent que f1651 permet aux
bactéries productrices de coloniser les organes extra-intestinaux et de résister à la
phagocytose (Ngeleka et cii., 1993; Ngeleka et al., 1994; Ngeleka et Fairbrother, 1999). Des
tests d’adhésion in vitro ont démontré que F1651 permet aux E. cou d’adhérer aux cellules
MDCK-II (cellules épithéliales rénales canines) et LLC-PKI (cellules tubulo-épithéliales
porcines) (Béka, 1998).
L’antigène de surface CS3IA, pour «Ccli Surface associated Antigène», a été mis
en évidence chez des souches d’E. cou entérotoxinogènes responsables de diarrhées et de
septicémies chez le jeune veau, chez des E. cou responsables de diarrhées chez la chèvre
(Bertin et aï., 1998; Bertin et al., 2000; Contrepois et al., 1993; Girardeau et aï., 1988).
CS3IA est retrouvé en moyenne chez 37% de veaux morts en état de bactériémie
colibacillaire en f rance, au Canada et en Inde, et chez 1% des porcelets infectés au Canada
(Contrepois et al., 1989). On retrouve aussi CS3IA chez 5% des E.coïi isolées à partir de
selles humaines chez des patients présentant une diarrhée (Bertin et aï., 2000; Jallat et aï.,
1994). Ces E.coii font partie des DAEC (diffusely adhering E. cou) (Jallat et al., 1994). De
plus, CF29K, un homologue de CS31A, est produit par des KÏebsieÏïa pneumoniae
responsables d’infections nosocomiales humaines (Di Martino et cii., 1995). CF29K (ou
CS3 lA-L) et CS3 lA ne diffèrent que par la sous-unités majeure, où un seul acide aminé est
modifié: . Comme CS3 lA, CF29K adhère aux cellules Caco-2 et Henle-407 mais aussi aux
cellules MDCK (Contrepois et al., 1993; Korth et al., 1994). CS3IA a été caractérisé à
partir de la souche 31A, isolée des fèces d’un veau diarrhéique (Girardeau et aÏ., 1988). Des
test d’infection expérimentale avec la souche 31A, chez des veaux gnotobiotiques n’ayant
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pas bu le colostrum ont démontré que 31 A cause une septicémie avec un oedème rénale qui
est suivit de la mort des animaux en moins de 48h (Contrepois et aÏ., 1926). Les souches
d’E. cou prodtiisant CS31A appartiennent souvent aux sérogroupes 02, 04, 07, 08, 09,
011, 013, 015, 017, 020, 021, 023, 025, 078, 086, 087, 0101, 0117, 0134, 0139,
0141, 0153, 0157 et 0161, fréquemment associés aux bactéries isolées de veaux en état
de septicémie, et présentent une certaine parenté clonale (Contrepois et al., 1989;
Contrepois et aL, 1993). CS31A a aussi été identifié chez des E.coli septicémiques
humaines, majoritairement de type 07$ (Cherifi et aÏ., 1990). CS3ÏA présente de fortes
homologies génétiques et immunologiques avec d’autres facteurs d’adhésion (K88, F41)
(Girardeau et al., 198$; Girardeau et aÏ., 1991; Martin et aÏ., 1991) ce qui laisse présumer
un rôle dans la colonisation. De plus, CS31A adhère à certaines lignées cellulaires
intestinales, comme les cellules différenciées Caco-2 ou les cellules non différenciées
Renie 407 (Di Martino et al., 1997; Jallat et aÏ., 1994). Cependant, le récepteur de CS3IA
na pas été identifié (Di Martino et al., 1995; Jallat et al., 1994).
3.2. Morphologie.
F1651 est un constituant du complexe F165. qui est formé des deux firnbriae F1651 et
F1652 (Hard et ciL, 1991; Haret et aï., 1992a; Hard et aÏ., 1995). F165 se présente comme
un long fimbriae rigide dont le diamètre fait 4-6 nm et la longueur est supérieure à 200 nm
(Fig. 6) (Fairbrother et aÏ., 1986; Fairbrother et al., 1988). Le fimbriae F1651 présente de
fortes homologies avec les fimbriae P (F1 1), il contient une adhésine G de classe III,
montrant une hémaggiutination résistante au mannose (MRHA), s’apparentant à la famille
Prs (F13). Cette adhésine reconnaît les récepteurs G305 des cellules eucaryotes
(fairbrother et aÏ., 1986; Harel et aï., 1992b).
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F1651 CS31A
Fig. 6 Visualisation micrnscopique de F165 et CS31A à la surface de E. cofl par
immunomarquage à l’or et à la ferritine respectivement. F165 est un complexe formé des
fimbriae F1651 et F1652. CS31A entoure complètement les corps bactériens à la manière
d’une capsule, bien qu’il soit constitué d’un hétéropolymère. Tiré de Girardeau et aï., 1988
et Hard et aï., 1992b.
CS3 lA est un facteur d’adhésion afimbriaire présentant de fortes homologies génétiques
avec les fimbriae K8$, il contient une adhésine (ClpG). L’adhésine est la protéine majeure,
qui lie les récepteurs cellulaires contenant des groupements N-acétylneuraminiques (Di
Martino et aï., 1995; Di Martino et al., 1997; Girardeau et al., 1988). En microscopie
électronique, on observe que CS31A recouvre entièrement les corps bactériens et ne se
présente pas sous forme de filaments. Limage observée ressemble un peu à une capsule,
d’où le nom donné aux gènes, cÏp pour « capsule like protein » (Fig. 6).
3.3. Déterminisme génétique.
Ces deux antigènes sont codés chacun par un opéron, figure 7
-
l’opéron /oo codant pour F1651 comprend 10 gènes, il est chromosomique
(Maiti et al., 1994).
-
l’opéron cïp codant pour CS3IA comprend 9 gènes. il est plasmidique (Mailin,
1996).
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Fig. 7 : Organisation génétique des opéronsfoo et clp.Dans la région promotrice de chaque
opéron se trouvent deux sites GATC. En amont du promoteur de l’opéronfoo se trouve le
gènefool codant pour le régulateur transcriptionnel fool.
Les gènes B (clpB, foo3) codent pour des régulateurs transcriptionnels homologues
de PapB, régulateur transcriptionnel de l’opéron pap. Les gènes clpG etfooA codent pour
les sous unités majeures des fimbriae, les gènes ctpfHIJ etfooHJKEF codent pour les sous
unités structurales mineures, le gènefooG pour l’adhésine G, les gènes ctpD etfooC pour la
protéine d’ancrage, les gènes cipE etfooD pour la protéine chaperon périplasmique (Bertin
et aÏ., 1993; Harel et al., 1992b; Maiti et al., 1993; Martin et al., 1991). En amont du
promoteur de chaque opéron, se trouvent deux motifs nucléotidiques GAIC séparés de 102
pb (fio) ou 103 pb (clp), impliqués dans la régulation de l’expression de l’opéron (fig. 7).
En amont de la région promotrice de foo, et orienté de façon divergente à l’opéron foo, se
trouve le gène fool avec son propre promoteur. Ce gène code pour un régulateur
transcriptionnel defoo, homologue de PapI. En amont de cÏp se trouve une I$600, il n’y a
pas de gène équivalent àfool.
Protéine de régulation Sous-unité mineure
Protéine d’ancrage
© GATC 2 Proteine chaperon
______
Non déterminé
Sous-unité majeure
Sous-unité adhésine mineure
Sous-unité adhésine majeure
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3.4. Régulation de la synthèse de CS31A et F1651.
3.4.1. La variation de phase et le taux de transcription.
Comme d’autres firnbriae (Pap, type I,...) les firnbriae F1651 et CS31A sont soumis à
deux types de régulation (Hard et Martin, 1999; Low et al., 1996):
- le premier contrôle le taux de synthèse des fimbriae à la surface des
micro-organismes.
- le second contrôle le pourcentage de bactéries, dans la population
bactérienne, qui synthétisent le fimbriae. C’est le phénomène de
variation de phase.
Ces deux types de régulation peuvent contrôler simultanément la synthèse d’un fimbriae et
s’exercent au niveau transcriptionnel (Blomfield, 2001).
Fig. $ : Schéma de la variation de phase de l’opéron pap, sous le contrôle par la
méthylation des sites GAIC tel que proposé par Herdnay et al., 2002.
Les sites GATC sont indiqués par les ronds 1 et 2. Sont dessinés, en rose, un dimère de Lrp;
en bleu, un dimère de CRP; en rouge, l’opéron pap; en jaune, le gène papI. Les produits
Phase OFF 4popI j
Phase ON I
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des gènes sont représentés de la même couleur que leur gène. Les ronds verts représentent
l’ARN polymérase. En phase OFF Lrp lie le site GATC 2 et le site GATC I est méthylé. La
fixation de l’activateur CRP ne permet pas la transcription de pap, car Lrp bloque l’accès
de l’ARN polymérase au promoteur. Pour passer en phase ON , il faut attendre la
réplication de l’ADN, pour avoir la synthèse d’un nouveau brin non-méthylé, accessible à
Lrp et Dam. On peut obtenir alors le profil suivant, le site GATC 2 est méthylé alors que le
site GATC 1 est occupé par le dimère de Lrp complexé à PapI.
3.4.2. Les données de la régulation transcriptionnelle de clp et foo.
La régulation transcriptionnelle defoo et de ctp fait intervenir plusieurs régulateurs
- des régulateurs spécifiques du système considéré, tels que les protéines
homologues de PapB ou de PapI: FooR (Daigle et aÏ., 2000) et ClpB (Martin,
1996) codées par le gène B de chaque opéron, FooT (Hard et ctÏ., 2000)
Tessier et al. en préparation) étant un régulateur de la variation de phase. Un
gène codant pour l’homologue de PapI n’a pas été identifié à proximité de
l’opéron clp. Les observations de la souche sauvage 31A en microscopie
électronique en immunofluorescence, ont montré que dans une même
population, certaines bactéries produisaient CS31A et d’autres ne le
produisaient pas. CS3IA est donc soumis au contrôle de la variation de phase.
De plus, il a été démontré que dans un clone comportant seulement l’opéron
clp et sa région promotrice il n’y a plus de variation de phase (Martin, 1996).
Comme la régulation de l’expression de l’opéron cÏp nécessite Lrp, Dam,
deux sites GATC, C1pB, cette régulation est sur le même modèle que le
contrôle de l’opéron pap (voir chapitre 3.4.3). Donc il semble vraisemblable
que la variation de phase de cÏp nécessite un homologue de PapI. Deux
hypothèses sont possibles t soit le gène homologue de papI est séparé de
l’opéron cÏp par des IS (comme dans K88, (Huisman et al., 1994), soit il
n’existe pas et il y a une régulation croisée avec un gène spécifique d’un autre
opéron fimbriaire présent sur le chromosome. En effet, il a déjà été montré
une complémentation fonctionnelle entre les gènes régulateurs de différents
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systèmes. Par exemple, Pefi de S. ryphirnitrium active la transcription de
papBA chez E. cou alors qu’il réprime l’expression depef(Nicholson et Low,
2000), et PapI, qui active l’expression de pap, réprime la transcription de
l’opéronfae (codant pour K88) comme le fait son homologue faeA (Huisman
etat., 1994).
- des régulateurs globaux du métabolisme cellulaire, tels que Lrp. CRP. La
protéine Lrp se fixe au niveau de six sites spécifiques sur l’ADN double brin
de la région régulatrice de l’opéron pop. Parmi ces sites se trouve deux sites
GATC séparés de 102 pb. Les régions régulatrices des opérons foo et cÏp
possèdent elles aussi deux sites GATC séparés de 102 et 103 pb
respectivement (Daigle et al., 2000 Harel et aÏ., 2000; Martin, 1996). La
protéine Dam méthyle les adénosines des sites GATC. Lrp ne se fixe pas sur
un site GATC méthylé. Lorsque Lrp est fixé sur un site GATC, elle le protège
de la méthylation (Braaten et aï., 1991; Martin, 1996). Le régulateur CRP
(cAMP Receptor Protein) est impliqué dans le processus de répression
catabolique par le glucose de l’opéronfoo (Daigle et aÏ., 2000).
La comparaison des caractéristiques de la régulation transcriptionnelle de /ào et clp
avec celles des autres opérons codant pour des fimbriae nous indique que la régulation de
l’expression de l’opéron pap est la plus proche. Les opérons pctp-17, pap-2l et pop-f 13
sont presque identiques. La fixation de PapB à la région régulatrice de l’opéron pop a été
étudiée chez pap-F13, alors que la fixation de Lrp, CRP et PapI à leurs cibles
nucléotidiques respectives a été décrite chez pap-17. Les fines différences nucléotidiques
entre ces trois systèmes génétiques peuvent avoir un rôle fonctionnel lors des interactions
ADN-protéines. C’est pourquoi la comparaison des séquences peptidiques de FooB, ClpB
et fooT avec celles de leurs homologues respectifs dans les trois opérons pap, ainsi que la
comparaison des régions régulatrices de chaque opéron sont importantes (Fig. 8).
jFig. 9: Comparaison par alignement des séquences peptidiques des protéines régulatrices et
des séquences nucléotidiques des régions régulatrices des opérons pap,foo et clp.
Alignements réalisés à l’aide du logiciel CLU$TAL W (1.82). (A) Comparaison des
séquences peptidiques des protéines régulatrices. En caractères gras sont indiqués les
résidus différents; en vert, les résidus aminés hydrophobes; en bleu, les résidus polaires non
hydrophobes; en noir, le groupe amide non hydrophobe non polaire; en rouge, les résidus
aliphatiques non hydrophobes non polaires. (B) Comparaison des séquences nucléotidiques
des régions régulatrices. Les nucléotides différents sont indiqués en caractères rouge et vert.
Les deux sites GATC sont encadrés en bleu. Deux des trois sites de fixation de PapB sur la
région régulatrice de pap-F13 sont surlignés en jaune. La séquence similaire au consensus
de CRP est surlignée en vert. Les six sites de fixation de Lrp sur la région régulatrice de
pap-] 7 sont surlignés en bleu.
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pap-F13 CTCACTGTAACAAAGTTTCTTCGAATAATAAAAATCATGCTTTCTGTTATCAACGGAAAG 60
pap-17 CTCACTGTAACAAAGTTTCTTCGAATAATAAAAATCATGCT TCTGTTATCAACGGAAAG 60
pap-2 1 CTCACTGTAACAAAGTTTCTTCGAATAATAAAAATCATGCTTTCTGTTATCAACGGAAAG 60
foo CTCACTGTAACAAAGTTTCTTCGAATAATAAAAATCATGCT TCTGTTATCAACGGAAAG 60
clp TTCT C AAT T A T C T ‘T TT C 43
pap—F13 TATTTTTATTCTCTGTGTTTGCT TTATTTGTGAAATT-TAGTGAATTTG 110
pap—17 GTATTTTTATTCTCT TGTTTGCT TTATTTGT AATT-TAGTGAATTTGC 110
pap-21 GTATTTTTATTCTCTGTGTTTGCT TTATTTGT AATT-TAGTGAATTTGC 119
foc GTATTTTTATTCTCTGT TTTGCT TTATTTG GAAATT-TAGTGAATTTGC 110
clp T TTT T •CT T TT T TTA. •T T AA T TA T AT TG. 94
pap-F131_TTTTTGTTGGCTTATTTGATGTGT_TCACATTTTG GT TTAT—TTTTCTGTGAAAAGA 169
pap-17 TTTTT TTGG TTT?TTTCATGTGTATCAC*TTTTGCGTTTTAT-TTTTCTG’IGAAAAG* 169
pap-21 TTTTT TTGGCTTTATTTGAT TGTATCACATTTTGCGTTTTAT-TTTTCTGTGAAAAGA 178
foc TTTTTGTTGGCTTTATTTGATGTGT ‘TCACATTTTG GT TTAT-TTTTTGTGAAA GA 169
clp TGT iTTT’ TTTGATG ATC A. TT CG A TTT T TG AA G 154
pap—F1 3_AAGTCCGTAAAAATGCATTTAGACGATCTTTTATGCTGTAAATTCAAT-TCACCATGATG 228
pap-17 I AAGTCctGTAAAAAT’ CATTTAGACGATCTTTTATGTGTAAATTCAAT-TT CCA9GAT 228
pap-21 AAGTCCGTAAAAATGCATTTAGACGATCTTTTATGCTGTAAATT AAT-TTAC’ ATGATG 237
foc AAGTCCGTAAAAATGCATTTAGACGATCTTTTATGCTGTAAATTCAAT-TCACCATGATG 228
clp AA T G T’ ‘TTTAGACGATCTTTT’ CTGT A TT’ •T TT TG TG 214
pap—F13 TTTTTATCTGAGTGCATTCTT TTGTT GTGTTTTATTCTAGTTTGAT-TTTGTTTT-GT 286
pap-17 jTTTT’ATCTGAGT C TCTTG ‘T TT4GTGTTTT_TTTAGTTT AT-TTTGTTTT-GT 286
pap-21 TTTTTATCTGAGTGCATTCTT TT TTAGTGTTTTATTCTAGTTT AT-TTTGTTTT-GT 295
foc TTTTTATCTGAGTG ATTCTTGTTGTT GTGTTTTATTCTAGTTTGAT-TTTGTTTT-GT 286
clp TTT CTG T TT TTGTT TT GTTTTATT’ TTGAT TTTGTTTT GT 272
pap-F13 GGGTTAAAAGATCGTTTAAATCAATATTTACAACATAAAAAACT*AATTTAACTTATTG4 346
pap-17 c4GGTTAAAAGTTTAAATCAATATTTACA4CATAAAAAAcTAAATTTAACTTATTGC 346
pap-21 GGGTTAAAAGATCGTTTAAATCAATATTTACAACATAAAAAACTAAATTTAACTTATTGC 355
foc GGTTAAAAGATCGTTTAAAT AATATTTACAACATAAAAAACTAAATTTAACTTATTGC 346
clp GTT AAAGATCGTT AAAT A T TTT C AAAA T’ TAA T 331
pap-F13_GTGAAGAGTATTCCGGGCCGGAA-GCATATATCCAGGGGCCCGACAGAAGGGGGAAAC- 404
pap-17 GTGAAGAGTATTTCCGGGCCGGAA-GCATATATCCAGGGGCCCGACAGAAGGGGGAAAC- 404
pap-2 1 TGAAGAGTATTTCCGGGCCGGAA-GCATATATCCAGGGGCCCGACAGAA - 404
foc GTGAAGAGTATTTCCGGGCCGGAA-GCATATAT CAGGGGCCCGACAGAAGGGGGAAAC- 404
clp G’ A C G C GA GATA T G CG’ A G G 391
pap-F13
pap-17
pap-2l
foc
clp -J JA7TZ Am’ 422
jLa comparaison détaillée des protéines régulatrices B et I se trouve dans les
paragraphes 4.1.1 et 4.1.2. En résumé, les séquences peptidiques des protéines PapB-17,
PapB-21, PapB-F13 et FooB sont très similaires alors qu’elles diffèrent de celle de C1pB.
La séquence peptidique de fooT est identique à celle de PapI-21 et ne diffère que d’un acide
aminé de celle de PapI-17 et de deux résidus de celle de PapI-F13. La comparaison des
séquences des régions régulatrices des cinq opérons montre que tous présentent deux sites
GATC séparés de 102 (pap-17, pap-21, pap-f 13, foo) ou 103 ph (clp). Les six sites de
fixation de Lrp, les deux sites de fixation de PapB et la séquence similaire au consensus de
CRP sont conservés chez foo mais pas chez cÏp.
La régulation transcriptionnelle de l’opéron pap a été largement étudiée et a permis
d’élucider le mécanisme de variation de phase contrôlant cet opéron (Herdnay et al., 2002).
Le chapitre 3.4.3. décrit ce mécanisme. Le mécanisme de régulation transcriptionnelle des
opérons foo et cÏp s’apparenterait avec celui établi pour le pili Pap du fait
- de fortes homologies nucléotidiques entre les régions régulatrices de pctp et
foo et de la présence de deux sites GATC séparés de 102 bp chezpap etfoo et
de 1 03 bp chez cÏp, les sites GATC étant impliqués dans le mécanisme de
variation de phase de l’opéronpap, décrit au chapitre 3.4.3 (Herdnay et al..
2002).
- des homologies protéiques entre les régulateurs FooT-PapI, C1pB-FooB-PapB
(Harel et al., 2000; Martin, 1996).
- de l’implication du régulateur Lrp dans le contrôle transcriptionnel des
opérons pap,foo et cÏp (Daigle et al., 2000; Martin, 1996).
Toutefois il existe des différences entre ces trois opérons. La proportion de cellule en
phase ON et OFF est nettement différente entre les cellules contenant l’opéron pap ou
l’opéron foo. Lrp est un activateur transcriptionnel de pap et foo mais un répressecir
transcriptionnel de cÏp. Contrairement à l’opéron pap, l’expression de foo et cÏp est
réprimée par l’alanine et la leucine. Donc il serait intéressant de caractériser les
mécanismes de régulation transcriptionnelle de foo et de clp pour comprendre ces
différences fonctionnelles.
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3.43. La variation de phase de I’opéron pape
La région promotrice de l’opéron pap contient deux motifs nucléotidiques GATC
séparés par 102 pb, qui sont compris dans les six sites de liaison du régulateur Lrp (Bàga et
aÏ., 1985; Nou et al., 1995). Ces six sites sont séparés les uns des autres par environ trois
tours d’hélice. Les sites de liaison 1, 2 et 3 se trouvent autour du site GATC-2, tandis que
les sites 4, 5 et 6 entourent le site GATC-1. Les sites GATC-1 et GATC-2 sont localisés,
respectivement, à l’intérieur des sites 2 et 5. Lrp fixe de façon coopérative d’une part les
sites 1, 2 et 3 ; et d’autre part les sites 4, 5 et 6 (fig. 8) (Nou et aÏ., 1995).
La liaison de Lrp à l’ADN dépend de la méthylation différentielle des deux sites
GATC par Dam, (Fig. 9): la liaison de Lrp près d’un site GATC empêche Dam de le
méthyler, et la méthylation d’un site GATC sur les deux brins d’ADN par Dam, empêche
Lrp de s’y fixer (Blyn et aÏ., 1990; Braaten et aÏ., 1992; Braaten et aÏ., 1994; Nou et aï.,
1993; van der Woude et aï., 199$; van der Woude et al., 1992). En phase OFF, les dimères
de Lrp se fixent préférentiellement au niveau du site GATC-2 tandis que GATC-1 est
méthylé et la transcription est bloquée (Braaten et al., 1994; Nou et aL. 1995; Weyand et
Low, 2000). Lorsque la réplication de l’ADN a lieu, il y a synthèse d’un nouveau brin
d’ADN qui n’est pas encore méthylé. Lrp peut fixer un site GATC hémi-méthylé (Mou et
aÏ., 1993). Une compétition pour les deux sites GATC entre Lrp et Dam sinstaure. et un
changement du profil de méthylation peut apparaître. En phase ON, les dimères de Lrp
complexés à PapI se fixent préférentiellement au site GATC-1 (Nou et aÏ., 1993). car, PapI
modifie l’affinité de Lrp pour ses cibles en favecir des sites entourant GATC-1 (Kaltenbach
et aÏ., 1995; Nou et aÏ., 1995; Braaten et al., 1994). Sans PapI, il n’y ajamais fixation de
Lrp au niveau du site GATCI in vivo (Blyn et aï., 1990; Nou et aÏ., 1995). De plus, PapI ne
se fixe à Lrp que lorsque Lrp est fixé à l’ADN. Des études sont en cours dans le laboratoire
du Dr D. Low pour déterminer si PapI se fixe aussi sur l’ADN (Herdnay et aÏ., 2002). Le
site GATC-2 libre est méthylé par Dam. Cette méthylation est indispensable pour permettre
l’activation du promoteur de pap (Blyn et cii., 1990). Pour activer la transcription de
l’opéron, les interventions du régulateur PapB et de CRP sont nécessaires (Bâga et al.,
1985; Blyn et cii., 1989; Gôransson et al., 19$9a; Weyand et al., 2001; Xia et Uhlin, 1999).
Un certain nombre de bactéries d’une population présentent les deux sites GAIC méthylés.
Dans ce profil de méthylation, l’opéronpap n’est pas transcrit (Blyn et al., 1990).
jAinsi, Lrp peut agir aussi bien en tant que répresseur et qu’activateur de la
transcription de l’opéron pap, selon que Lrp occupe les sites de liaison à l’ADN dans la
région GATC-2 ou dans la région GATC-1, respectivement (Blyn et aï., 1989; Blyn et al.,
1990; Herdnay et aÏ., 2002; van der Woude et al., 1998; van der Woude et al., 1995).
papI
Fig. 10 : Schéma de la variation de phase de l’opéron pap, sous le contrôle par la
méthylation des sites GATC tel que proposé par Herdnay et aï.. 2002. Les sites GATC sont
indiqués par les ronds 1 et 2. Sont dessinés, en rose, un dimère de Lrp; en bleu, un dimère
de CRP; en rouge, l’opéron pap; en jaune, le gène papI. Les produits des gènes sont
représentés de la même couleur que leur gène. Les ronds verts représentent l’ARN
polymérase. En phase OFF Lrp lie le site GATC 2 et le site GATC 1 est méthylé. La
fixation de l’activateur CRP ne permet pas la transcription de pap, car Lrp bloque l’accès
de l’ARN polymérase au promoteur. Pour passer en phase ON , il faut attendre la
réplication de l’ADN, pour avoir la synthèse d’un nouveau brin non-méthylé, accessible à
Lrp et Dam. On peut obtenir alors le profil suivant, le site GATC 2 est méthylé alors que le
site GATC 1 est occupé par le dimère de Lrp complexé à PapI.
Phase OFFpapI
CH3
Phase ON j
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3.4.4. Effet des conditions environnementales sur l’expression de foo
et clp.
Les signaux environnementaux qui influent sur la synthèse de ces adhésines sont
encore mal connus. La L-leucine et la L-alanine inhibent fortement la production de F1651
et CS3ÏA en réprimant la transcription de base des opérons codant pour ces antigènes
(Daigle et al., 1997; Hard et al., 2000: Martin, 1996). En présence de glucose ou dans un
milieu riche l’expression des deux opérons est aussi réprimée. C’est en milieu pauvre qu’on
observe le meilleur taux de transcription. La température a elle aussi un effet sur l’activité
des promoteurs de foo et clp, leur activité étant réprimée à 18°C et maximale à 37°C
(Daigle et aï., 1997; Daigle et aï., 2000; Girardeau et aï., 1988; Hard et aï., 2000; Martin,
1996).
Si l’on compare la régulation de l’expression des opérons cïp et foo avec celle
d’autres opérons fimbriaires, F1651 étant un homologue du pili Pap et CS3 lA étant un
homologue de K$8, on remarque que, (Tableau 3)
- F1651, le Pili Pap et CS31A sont soumis à la variation de phase alors que
K8$ ne l’est pas (Blyn et aï., 1989; Daigle et aï., 1997; Huisman et cil.,
1994; Martin, 1996).
- la présence dans le milieu de culture de L-alanine ou de L-leucine modifie
l’expression de/o et clp alors que ces régulations n’existent pas chez leurs
homologues (Harel et aï., 2000; Martin, 1996)
- le régulateur Lrp exerce une action opposée pour cïp et foo. Lrp active la
transcription des opérons foo, pap et réprime l’expression des opérons clp
et fric (codant pour K88) (Braaten et aï., 1992; Daigle et aï., 2000;
Huisman et aï.. 1994; Martin, 1996).
n
3
Effet de L-alanine soucheOpéron, Variation de phase
ou de L-leucine LrpFimbriae
pap, pili Pap
Oui Non OFFF7-16
/ie, F4 (K8$)
Non Non
/in, F5 (K99)
Non Oui
/o.Fl651 Oui Oui OFF
ctp.CS31A Q Oui ON
Tableau 3: Comparaison de la régulation transcriptionnelle des opérons pap,fie,fan, foo et
cÏp. Les facteurs d’adhésion K$8 et CS3IA sont homologues, Pap et F1651 font partie de la
même famille. Le contrôle de la variation de phase ne s’exerce pas sur tous les opérons, ni
la 1-épression par Falanine et la leucine. La modification du phénotype de la variation de
phase ou de la transcription dans une souche Lrp négative par rapport à une souche sauvage
est indiquée.
3.5. Conclusions.
La régulation transcriptionnelle des opérons cÏp et foo présente plusieurs similitudes.
telles que les protéines régulatrices Lrp. Dam. les homologues de PapI et PapB. les motifs
GATC conservés dans les régions régulatrices, et l’effet répresseur de la leucine et de
l’alanine. Cela suggère que les opérons fào et cÏp soient soumis à un mécanisme de
régulation semblable ô celui gouvernant la transcription de l’opéron pap. Toutefois, ces
deux opérons ont la particularité d’être réprimés par la présence de L-leucine ou de L
alanine dans le milieu environnant. L’action de Lrp sur les deux opérons est différente, et le
mécanisme moléculaire par lequel les acides aminés agissent sur la transcription des gènes
est très mal connu. Il est important de comprendre ce mécanisme pour comprendre
comment des facteurs présents dans l’environnement immédiat du pathogène peuvent
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réguler la synthèse de facteurs de virulence. En effet, ces systèmes de régulation deviennent
des cibles intéressantes pour développer des drogues anti-infectieuses en alternative à
l’utilisation d’antibiotiques.
4. LES REGULATEURS TRANSCRIPTIONNELS DES OPERONS foo ET clp
ET LEUR IMPLICATION DANS LA REPONSE AUX STIMULI
ENVIRONNEMENTAUX.
Ce chapitre présente les différents régulateurs impliqués dans la régulation
transcriptionnelle de l’opéron pap et qui seraient eux même ou leurs homologues impliqués
dans la régulation transcriptionnelle des opérons ctp et foo. Pour chaque régulateur la
relation avec un stimulus environnemental est mise en évidence s’il y a lieu. Les stimuli
environnementaux affectant la transcription de Fopéron pap dont on ne connaît pas le
mécanisme moléculaire ne sont pas traités.
4.1. Les protéines de régulation PapE et PapI.
4.1.1. PapE et ses homologues.
Les protéines FooB et ClpB sont homologues à PapB. FooB diffère de PapB-17 et de
PapB-F 13 par trois résidus aminés situés à l’extrémité N-terminale en positions 9
(arginine/glutarnine). et 13 (alanine/valine), et présente les mêmes changements envers
PapB—21 sauf que les positions sont 12 (arginine/glutamine) et 16 (alanine/valine) car
PapB-21 a trois résidus aminés supplémentaires à l’extrémité amino-terminale. De plus il
manque les deux derniers acides aminés de l’extrémité carboxy-terminale chez cette
protéine (Fig. 10) (Daigle et al., 2000). ClpB présente 41 % d’identité protéique avec PapB
17 (Martin. 1996). PapB s’oligomérise via les acides aminés des positions 35-36, 53-56,
74-76 et lie l’ADN au niveau de trois sites nucléotidiques. le premier site est situé en amont
de papl. le deuxième en amont de l’opéron pap et le troisième est situé dans le gène papB.
Les résidus aminés 61 et 65 de PapB interagissent avec l’ADN (Xia et ciL, 1998).
jPapB-F13 MAHHEVISRSGNAFLLNIRESVLLPGSMSEMHF L IGISSIHSDRVILAM DYL G 57
PapE-17 MAHHEVISRSGNAFLLNIRESVLLPGSMSEMHF L IGISSIHSDRVILAM DYL G 57
PapE-21 GG :MAHHEVISRSGNAFLLNIRESVLLPGSMSEMHF L IGISSIHSDRVILAM DYL G 60
FooE MAHHEVISSGNVFLLNIRESVLLPGSMSEMHF L IGISSIHSDRVILAM DYL G 57
ClpB MS- SN:YL3KKHGRTLPG!MSESQFL IS?VHSLVsA.DFL 50
PapE-F13 GHSKEVEKYQMNN YF TTLGRLIRLNALAARLAPYYTDESSAFD-- 104
PapB-17 GHSfrKEVEKYQMNN YF TTLGRLIRLNALPARLAPYYTDESSAFD-- 104
PapE-21 GHSKEVjclEKYQMNN YF TTLGRLIRLNALAARLAPYYTDESSA---- 105
F003 GHSfrKEVEKYQMNN YF TTLGRLIRLNALAARLAPYYTDESSAFD-- 104
CipE GY.EEOEIEVS -.LGRRTHQAVNRLVP’’YISEAGIPYTG 99
Fig. 11: Comparaison des protéines régulatrices B des opérons pap,foo et cÏp. Alignements
réalisés à l’aide du logiciel CLUSTAL W (1.82). fooB présente respectivement 98%, 99%
et 97% d’identité avec PapB-F13, PapB-17 et PapB-21. CÏpB présente respectivement 38%,
40% et 41% d’identité avec PapB-F13, PapB-17 et PapB-21. Sont indiqués en caractères
rouges, les résidus différents; en jaune, les résidus aminés impliqués dans l’oligomérisation
de PapB-F1 3; en bleu, les résidus aminés impliqués dans la fixation à l’ADN. D’après Xia
etal., 199$.
PapB, à faible concentration, active la transcription de papI et par conséquent celle de
pap, alors qu’à forte concentration cette protéine réprime la transcription de pap (Blyn et
aÏ., 1989; Gôransson et al., 1 989b; Xia et al., 1998). Il existe de nombreux homologues de
PapB et une étude a démontré que PrfB et SfaB sont des homologues fonctionnellement
interchangeables entre eux, alors que FanA et FanB ne sont pas interchangeables avec PapB
(Holden et al., 2001; Morschhiuser et al., 1994).
4.1.2. PapI et ses homologues.
La protéine régulatrice Fool est identique à PapI-21 à l’exception d’un acide aminé
qui diffère de PapI- 17 (asparagine/aspartate en position 17) et de trois résidus de PapI-f 13
(alanine/glutamate en position 45, lysine/méthionine en position 67, sérine/asparagine en
position 72) (Fig. 11) (Daigle et aÏ., 2000). Jusqu’à présent, aucun homologue de Fool et
PapI n’a été identifié chez l’opéron cÏp, bien que la variation de phase de cÏp soit démontrée
dans la souche sauvage 31A et qu’elle nécessite un homologue de PapI (Martin, 1996).
PapI active la transcription de pap (Bâga et aÏ., 1985). En se complexant au régulateur Lrp,
PapI diminue l’affinité de Lrp pour la région couvrant le site GATC-2 et augmente
l’affinité de Lrp pour la région couvrant le site GATC-l. Le complexe PapI-Lrp se déplace
alors du site répresseur GATC-2 vers le site activateur GATC-1, si celui-ci n’est pas
méthylé sur les deux brins et la transcription de pap peut s’effectuer (Kaltenbach et aï.,
1995; Nou et aï., 1993; Nou et aï., 1995; van der Woude et aï., 1995). Les résidus aminés
responsables de l’interaction PapI-Lrp ne sont pas encore connus.
PapI-f13 MSEYMKNEILEFLNRHNGGKTAE IAEALAVTDYQARYYLLLLEKEGMVQRSP 52
PapI-17 MSEYMKNEILEFLNRHDGGKTAEIAEALAVTDYQARYYLLLLEKAGMVQRSP 52
PapI-2 1 MSEYMKNEILEFLNRHNGGKTAEIAEALAVTDYQARYYLLLLEKAGMVQRSP 52
F001 MSEYMKNEILEFLNRHNGGKTAEIAEALAVTDYQARYYLLLLEKAGMVQRSP 52
PapI-F13 LRRGMATYWFLKGEMQAGQNCSSTT- 77
PapI-17 LRRGMATYWFLKGEKQAGQSCSSTT- 77
PapI-21 LRRGMATYWFLKGEKQAGQSCSSTT- 77
F001 LRRGMATYWFLKGEKQAGQSCSSTT- 77
Fig. 12: Comparaison des protéines régulatrices I des opérons pap etfoo. Les alignements
ont été réalisés à l’aide du logiciel CLUSTAL W (1.82). Fool présente respectivement
96%, 99% et 100% d’identité avec PapI-F13, PapI-17 et PapI-21. En caractères gras, sont
indiqués les résidus différents.
Il a été démontré que des complémentations fonctionnelles étaient possibles entre les
homologues de PapI. Ainsi, Peif active tout comme PapI la transcription depap chez E.coïi
alors qu’il réprime la transcription de pef chez S.typhimurium Nicholson et Low, 2000). De
plus, PapI réprime la transcription de l’opéron fac (codant pour K88) tout comme son
homologue FaeA régulateur spécifique de fac (Huisman et aï., 1994). AfaF, un autre
homologue de PapI, permet la variation de phase de cÏp en l’absence du véritable régulateur
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impliqué dans la régulation transcriptionnelle de cÏp (Martin, 1996). SfaC et DaaF,
contrôlant la production des fimbriae S et F1845, sont aussi des homologues fonctionnels
de PapI (Giransson et aï., 1988; van der Woude et Low, 1994).
4.2. Les régulateurs globaux.
4.2.1. LRP, Leucine responsive regulatory protein.
4.2.1.1. Généralités sur Lrp.
Lrp (Lettcine-Reponsive ReguÏatory Frotein) est une petite protéine basique (pI 9,2)
de 18,8 kDa, qui se lie à l’ADN sous forme de di;nère (Calvo et Matthews, 1994; Newman
et Lin, 1995). La quantité de dimères de Lrp a été estimée par immuno-détection. Une
cellule d’ Ecoli produit 3000 dirnères de Lrp lorsqu’elle est cultivée en milieu pauvre à
37°C alors qu’ en milieu riche, seulement 1200 dimères sont produits en phase
exponentielle de croissance et 120 dimères en phase stationnaire (Azam et Ishihama, 1999;
Willins et aï., 1991). Cette protéine, du fait de ses homologies peptidiques (25% d’identité
avec AsnC de E. cou) et fonctionnelles, fait partie de la famille des protéines régulatrices
AsnC (Fig. 12) (Willins et al., 1991). AsnC est responsable de la régulation
transcriptionnelle de asnA (codant pour l’asparagine synthétase A) et asnC. AsnC active la
transcription de asnA, et l’asparagine antagonise l’action de AsnC sur ce gène, alors que
AsnC s’autoréprime indépendamment de l’asparagine (de Wind et al.. 1985; Kolling et
Lother, 1985).
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Lrp EEI QZCH V F DYLLTRVP MSYRKLZGE TLLRLPND LRTYV
AsnC DEV TLAYYTT HY SIFIVVMCRS IDLQHVIN KIQTIDEIQS ETLIV
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LrpA LKL K
Lrp M:EV QSNRLVIKT R
AsnC LQNP IMRTIKP--- -
Fig. 13: Alignement des séquences peptidiques de LrpA de P. furiosus, Lrp de E.coli et
AsnC de E.coli. Localisation des mutations de Lrp, dans le domaine de liaison à l’ADN, le
domaine d’activation et le domaine de réponse à la leucine, réalisées par Calvo et Platko en
1993. Les éléments de structure secondaire sont montrés au-dessus de la séquence de LrpA.
Les cylindres représentent les hélices-Œ et les flèches représentent les feuillets-B. Les
résidus qui sont conservés chez les trois protéines sont en rouge. Les résidus qui sont
conservés seulement parmi Lrp et AsnC sont en bleu, alors que ceux seulement conservé
chez LrpA et Lrp sont en vert. Les résidus non hydrophobes sont en caractères gras. La
position des mutations du domaine de liaison à L’ADN, du domaine d’activation de Lrp et
du domaine de réponse à la leucine est indiquée par les symboles x, # et •, respectivement.
D’après Leonard et al., 2001.
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Lrp gouverne l’expression de nombreux gènes et opérons chez les bactéries, on parle du
‘régulon Lrp” (Calvo et Matthews, 1994; Ernsting et al., 1992; Newman et Lin, 1995). On
découvre de nouveaux homologues de Lrp parmi les bactéries entériques et les
archaebactéries. Une liste récente a été dressée et analysée par friedberg et cou : sur $24
comparaisons de séquences peptidiques, 4 homologues de Lrp présentent plus de 97%
d’homologie, 11 entre 75% et 50%, et sur les $09 autres séquences la majorité présente
29% d’identité (Friedberg et cii., 2001). Voici quelques exemples Lrp est une protéine
hautement conservée chez Enterobacter aerogenes (100% «homologie avec Lrp de E.
cou), Kiebsiellu aerogenes (un résidu aminé différent comparé à Lrp de E. cou),
SaÏmoneÏÏa typhirnurium (seulement 2 acides aminés de différents sur 164 par rapport à Lrp
de E. cou) ainsi que chez Proteus rnirabiÏis (97% d’homologie avec Lrp de E. cou)
(Friedberg et al., 1995; Hay et aÏ., 1997). Chez HaemophiÏus influen:ae, Lrffi qui possède
75% d’homologie avec Lrp de E. cou. Toutefois, le rôle fonctionnel de LrfB dans H
infiuenzae comparé à celui de Lrp chez E. cou, est moindre. En effet, seulement la
production de l’asparagine synthétase et d’une autre protéine non identifiée est altérée dans
une souche Lrffi négative alors qu’en comparaison la production de 20 protéines est altérée
dans une E.coti Lrp négative tel que déterminé par une étude en électrophorèse
bidimensionnelle (Ernsting et aï., 1992; Friedberg et al., 2001). LrpC de Baciilus subtilis
(Gram+) est aussi un homologue de Lrp mais ne présente que 34% d’homologie avec Lrp
de E.coÏi (Beloin et aÏ., 2000). Parmi les archébactéries, LrpA de Pyrococcus uriostis
présente 28% d’homologie avec Lrp. Comme Lrp, LrpA réprime la transcription de son
propre gène indépendamment de la présence de leucine, mais on ne sait pas encore ce
régulateur agit sur d’autres gènes, ni si son effet est modulé par la leucine (Brinkman et al.,
2000).
4.2.1.2. Structure.
A l’aide de la technique de mutagenèse dirigée, il a été démontré que la protéine Lrp
contient trois domaines fonctionnels de taille égale un domaine amino-terminal
responsable de la liaison à l’ADN, un domaine central impliqué dans l’activation de la
transcription, et un domaine carboxy-terminal requis pour la réponse à la leucine
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(Tableau 4) (Platko et Calvo, 1993). Lrp contient vraisemblablement un site de fixation au
régulateur PapI, mais ce dernier n’a pu être identifié (Kaltenbach et al., 1995; Kaltenbach et
al., 1992).
La structure tridimensionelle de Lrp n’ est pas connue mais celle de la protéine
homologue LrpA de Pyrococcus furiosus a été déterminée par cristallographie (fig. 13)
(Leonard et al., 2001; Sedeinikova et al., 2001). LrpA possède 141 résidus aminés, a une
masse de 15,9 kDa et présente 28 % d’homologie avec Lrp de E. cou (Brinkman et aï.,
2000). Comme Lrp, LrpA réprime la transcription de son propre gène indépendamment de
la présence de leucine (Brinkman et al., 2000). Actuellement, le rôle de LrpA dans la
régulation transcriptionnelle d’autres gènes n’a pas été étudié. On ne sait pas si la leucine
peut ou non moduler l’action de LrpA comme elle le fait pour Lrp.
Fig. 14: Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de LrpA de P.
furiosus. Les feuillets 3 sont dessinés comme des rubans bleus fléchés et les hélices (X sont
dessinées en rouge. Tiré de Leonard et al., 2001.
LrpA a été cristallographiée sous-forme d’octamère (= un tétramère de dimères).
L’interaction entre deux sous-unités LrpA fait intervenir trois régions, principalement
située dans la partie carboxy-terminale. Le contact entre 4 dimères permet la formation du
complexe octamérique. Les contacts sont réalisés seulement entre les dimères adjacents
(fig. 14).
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La comparaison de la structure de LrpA avec celle de la polymérase B de
Thermococcus gorgonarius, de la protéine ribosomal S6 de Thermus thermophilus et de la
protéine E2 de papillomavirus-1 bovin met en évidence des homologies de structure dans la
partie carboxy-terminale comprenant les quatre feuillets J3 antiparallèles faisant face à deux
hélices Œ, soit xf3Ç3c4 (Leonard et al., 2001). Toutefois ces structures sont principalement
impliquées dans des interactions ADN-protéine ou ARN-protéines alors que pour LrpA
cela semble exclusivement réservé aux interactions entre monomères et dimêres. Par
analogie avec la structure tridimensionnelle de CRP, Leonard et al. ont déterminé un motif
hélice tour hélice dans la région amino-tenninale de LrpA devant être impliqué dans la
fixation à l’ADN (Leonard et al., 2001; Mc Kay et $teitz, 1981). Ce motif contient les
résidus 21-40 de l’hélice aB, suivit du tour puis de l’hélice OEC. Ce résultat concorde avec
les travaux de mutagenèse sur Lrp de Platko et Calvo, démontrant que 10 résidus (13, 34,
40, 41, 44, 46, 42, 61, 65 et 70) sont impliqués dans la fixation de Lrp à l’ADN (Platko et
Calvo, 1993).
B
: J
Fig. 15: Représentation schématique (A) d’un dimère de LrpA et (B) d’un octamère de
LrpA. Chaque monomère est coloré différemment des autres. Tiré de Leonard et aL, 2001.
45
acides aminés
changement changement - equivalent
effet . - - .
. conserve (23 Lrp
nucleotidique d acide amine chez LrpAhomolopues*
G-37 T Asp-13 Tyr 13 Asp ou Thr Asp-3
T-101 C Leu-34 Pro 16 As lie-24C-118 T Leu-40 Phe lie-3019 lIe ou LeuT-121 C Set-41 Pro Set-3120 Leu ou lIe
modification de la C-130 T Pro-44 Thr 23 L Ala-34liaison à rADN T-137 C Leu-46 Pro eu Arg-36
C-142 T Arg-48 Cys 4$ Arg Arg-3$
T-181 C Tyr-61 His Tyr-5152 Leu ou MetT-194 C Leu-65 Pro lie-5556 G ou QT-209 C Leu-70 Pro Leu-60
T-227 C Val-76 Ala Thr-66
T-268 C Phe-90 Leu Leu-77
perte dactivatïon T-337 C Phe-113 Leu 103 lIe ou Val His-100
C-356 T Thr-119 lie ou lie-106
T-373 C Set-125 Pro Glu-112
A-324 T Leu-108 Phe Leu-95
C-342 G Asp-114 Glu Met-101
perte de la T-407 G Met-124 Arg Gly-111
réponse à la T-371 G Leu-136 Arg Gly-123
leucine T-439 C Tyr-147 His Ala-134
G-442 T Val-148 Phe lie-135
T-446 C Val-149 Ala lie-136
Tableau 4: Classement des nucléotides et résidus aminés selon le domaine de fonction de
Lrp, d’après l’étude de mutagenèse dirigée de Platko et Calvo (1993). Sont aussi indiqués
les acides aminés les plus conservés parmis 23 homologues de Lrp, d’après Friedberg et al.
2001. Les résidus de LrpA de Pyrococcusfuriosus équivalents des résidus mutés de Lrp de
E. cou sont indiqués dans la dernière colonne, d’après Leonard et aÏ., 2001. * Le premier
acide aminé nommé est celui de Lrp de E. cou. En bleu, sont indiqués les acides aminés
conservés parmi les différents homologue de Lrp. En rose, sont indiqués les acides aminés
conservés qui ont été mutés dans l’étude de Platko et Calvo, 1993.
46
4.2.1.3. Interaction Lrp-ADN.
Lrp est capable de se lier au niveau de sites spécifiques sur l’ADN double brin. Lrp
possède la capacité de courber l’ADN de 52° en liant un site nucléotidique et de 135°en
liant deux sites nucléotidiques adjacents (Wang et Calvo, 1993). Du fait du nombre
important de gènes dont l’expression est régulée par Lrp, la séquence cible consensus
définie pour Lrp a souvent été remaniée (Cui et aÏ., 1995; Rex et aÏ., 1991; Wang et Calvo,
1993). La dernière séquence consensus suggérée à partir de la comparaison de soixante-
trois séquences d’ADN liant Lrp est: YAGHAWATTWTDCTR (Y=C ou T, H pas G,
W=AouT,D=pasC,RAouG)(CuietaÏ., 1995).
Chez l’opéron iÏvIH, dont l’expression activée par Lrp est sensible à la leucine, la
séquence consensus pour la liaison de Lrp à l’ADN contient le pentamère TTTAT. Celui-ci
est aussi retrouvé chez les séquences similaires au consensus d’autres gènes du régulon Lrp
tels que tdh, tysU, ÏiuKHMGF (Calvo et Matthews, 1994; Newman et Lin. 1996; Rex et al.,
1991). L’expression de tdh, ÏysU et ÏivKHMGf est réprimée par Lrp et la leucine
antagonise l’action de Lrp sur rdh et lys’U mais renforce l’action de Lrp sur tivKl-llvIGf
(Calvo et Matthews, 1994; Lin et al., 1992b; Rex et aÏ., 1991). Chez lopéron pap. dont
l’expression est activée par Lrp et est insensible à la leucine, les sites de fixation de Lrp ne
contiennent pas ce pentamère. En effet, la séquence consensus déterminée à partir des six
sites de fixation de Lrp dans la région promotrice de pap est Gnn(n)TTT (Nou et al., 1993;
Nou et al.. 1995). Puisque les séquences diffèrent entre certains opérons. il semble donc
que Lrp reconnaîtrait soit une structure de l’ADN, soit un motif répétitif de A et de T. De
plus, il semblerait que Lrp se lie à l’ADN d’une façon différente selon que les opérons sont
sensibles (itvIfl tysU) ou non à la leucine (pap) (Calvo et Matthews, 1994; Lin et aï.,
1992b; van der Woude et aÏ., 1992). Par exemple, la fixation de Lrp à trois des six sites de
liaisons de la région promotrice de pap. nécessite le couplage de Lrp à un autre régulateur
(Papi). Or, dans le cas de itvIH et lys U, Lrp n’interagit pas avec une autre protéine pour
fixer tous les sites nucléotidiques (Lin et aÏ., 1 992b; Wang et Calvo, 1993).
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4.21.4. Le régulon Lrp.
Une étude réalisée avec des puces à ADN contenant 98% des gènes de Ecoti a
montré qu’une déficience en Lrp affecte la transcription de 10% de ces gènes (soit 400)
(Tani et al., 2002). Parmi ces 400 gènes certains ne sont probablement pas soumis à une
régulation directe par Lrp. Le nombre des gènes identifiés, dans une seconde étude utilisant
les puces à ADN dont les résultats ont été réévalués sur la base d’une analyse statistique
Bayesienne, n’est pas mentionné. Toutefois, une liste d’exemples est fournie (Hung et al.,
2002). L’expression de cent quarante huit de ces gènes est indépendante de la leucine (Tani
et aÏ., 2002). Ces derniers travaux élargissent et confirment ceux précédemment obtenus
par l’analyse protéomique de souches Lrp positives/Lrp négatives. En effet, l’étude
protéomique a montré que la synthèse de vingt protéines était modifiée en présence de
leucine et celle de dix autres l’était en absence de leucine (Ernsting et al., 1992). D’autre
part, l’analyse de la régulation transcriptionnelle de plusieurs gènes a permis d’identifier
une partie du régulon Lrp qui contient les gènes régulés directement par Lrp. Le tableau 5
présente les résultats des différents travaux. La protéine Lrp est un régulateur global du
métabolisme des acides aminés, du métabolisme énergétique et carboné, de certains
systèmes de transport, de l’expression de différentes structures cellulaires (fimbriae,
porines, flagelle), de la synthèse ou de la dégradation de macromolécules (ADN), de la
réponse aux stress environnementaux et de sa propre expression (Hay et al., 1997; Hung et
al., 2002; Newman et Lin, 1995). Lrp serait aussi impliquée dans la compaction du
chromosome bactérien, car elle a la propriété de courber l’ADN et appartient au groupe des
« histone-like proteins » (Newman et Lin. 1995; Wang et Calvo, 1993).
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4.2.1.5.Classement du régulon de Lrp selon l’effet de Lrp et de la leucine.
Lrp régule positivement l’expression des opérons comme papBA, qui code pour le pili
Pap, comme gÏtBDF qui code pour les enzymes impliquées dans l’assimilation de l’azote,
ou encore des gènes fimB et firnE impliqués dans la variation de phase des pili de type I
(Ernsting et aÏ., 1993; Nou et aÏ., 1993; Roesch et Blomfield, 199$). Lrp régule
négativement l’expression d’opérons comme sda, dont les produits des gènes sont
impliqués dans le catabolisme de la sérine, ÏivJ, impliqué dans le transport d’acides aminés,
ou encore du gène oinpC qui code pour une porine (Calvo et Matthews, 1994; Ernsting et
al., 1992; Lin et al., 1990). Une caractéristique de Lrp est de pouvoir se lier à la L-leucine
et à la L-alanine mais pas aux formes D de ces mêmes acides aminés (Chen et Calvo, 2002;
Zhi et aÏ., 1999). En présence de certaines concentrations de L-leucine dans le milieu de
culture, l’expression d’opérons contrôlés par Lrp peut être modifiée. En effet, en présence
de leucine, le contrôle négatif exercé par Lrp peut être soit renforcé, soit diminué. Il en est
de même pour le contrôle positif. Dans «autres cas, la présence de leucine dans le milieu
n’a aucun effet sur l’action de Lrp (Calvo et Matthews, 1994; Newman et Lin, 1995)
(Tableau 5).
Lrp régule de façon générale le métabolisme de Escherichia cou en fonction de la
disponibilité des acides aminés et des autres sources d’azote du milieu. Comme c’est le cas
pour plusieurs régulateurs transcriptionnels. Lrp s’autorégule négativement. Son expression
n’est pas affectée par la présence de leucine et se trouve fortement réprimée en milieu riche
(Lin et al., 1 992a; Wang et aÏ., 1994). Lrp est synthétisée en grande quantité par les
bactéries en phase de croissance exponentielle, cultivées en milieu pauvre (3200 dimères/
cellule), et en milieu riche, sa production est moindre en phase de croissance exponentielle
(1200 dimères / cellule) et chute en phase de croissance stationnaire (120 dimères / cellule)
(Azam et Ishihama, 1999; Landgraf et al., 1996).
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4.2.1.6. Mécanisme d’action de la leucine et de l’alanine.
L’effet de la leucine sur la structure de LrpA n’a pas été étudié. Dans le cas de Lrp,
on sait que les résidus LeulO$, Aspi 14, Met124, Leu136, Tyr147, Va114$, Val149 sont
impliqués dans la réponse à la leucine (Platko et Calvo, 1993; Willins et aÏ., 1991). Or, par
analogie avec la structure de LrpA, 5 de ces résidus seraient impliqués dans l’interface de
dimérisation et 2 interviendraient dans l’interface dimère-dimêre (Tableau 4). Willins et al.
(199 1) formulent l’hypothèse que l’interaction directe de la leucine et de l’alanine avec Lrp
pourrait empêcher sa liaison pour certains de ses sites nucléiques de fixation, ce qui
antagoniserait l’action du régulateur. Jusqu’à présent aucune étude n’a pu démontrer
comment ces deux acides aminés peuvent renforcer l’action de Lrp.
Chen et al. ont démontré qu’en solution Lrp se trouve sous forme d’hexadécamères
en absence de leucine et sous forme d’octamères en sa présence. Ces auteurs ont émis
l’hypothèse que la leucine, en permettant la dissociation des comptexes de Lrp en
octamères, potentialiserait l’action de Lrp (Chen et ut., 2001).
Une autre hypothèse est que la déformation des dimères de Lrp par un des acides
aminés conduirait à une conformation tridimensionnelle des dimères qui confère plus
d’affinité pour certains sites de fixation.
4.2.L7. En conclusion.
L’analyse des variations de concentration de Lrp couplée à l’étude des opérons
qu’elle régule, a conduit à l’hypothèse de « festin versus famine »
- en milieu pauvre, Lrp induit l’expression des gènes dont les produits sont
nécessaires en période de carence nutritionnelle, par exemple les enzymes
impliquées dans la biosynthèse des acides aminés; et elle réprime l’expression
des gènes codant pour des protéines seulement utiles lors de la croissance en
milieu riche, comme les systèmes de transport et les porines impliqués dans
l’absorption des acides aminés ainsi que les enzymes impliquées dans la
dégradation des acides aminés.
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- en milieu riche, Lrp n’est plus en assez grande quantité pour réprimer
l’expression des gènes dont les produits sont nécessaires à la croissance en
période d’abondance nutritionnelle et pour stimuler l’expression des gènes
codant les produits nécessaires à la survie et à la croissance en période de
carence nutritionnelle (Calvo et Matthews, 1994).
L’expression de la plupart des opérons codant pour les fimbriae est affectée par Lrp et
généralement une souche hp négative ne peut plus synthétiser le fimbriae à l’exception de
CS3IA et K88 (Huisman et al., 1994; Martin, 1996). Ceci conduirait à une moindre
adhésion des bactéries aux tissus animaux. Par exemple, dans le sang, qui est un
environnement où les nutriments sont facilement accessibles, une synthèse importante de
fimbriae est moins critique pour la survie puisque la croissance rapide des microorganismes
doit permettre de maintenir leur présence dans l’hôte. Par contre, dans le gros intestin, bien
que les nutriments soient en abondance suite à l’ingestion de nourriture par l’hôte, une
bactérie, venant d’arriver entre en compétition avec la flore intestinale pour survivre et
croître dans cet environnement. Cet environnement n’est pas pauvre d’un point de vu
nutritif mais limitant. Une plus forte production du fimbriae durant la croissance intestinale
favoriserait une meilleure adhésion aux cellules épithéliales, et donc la maintenance de la
bactérie dans l’hôte.
4.22. Déoxyadénosine méthylase.
La protéine Dam, ou Déoxy-adénosine méthylase, méthyle les résidus adénosine en
position N-6 des séquences 5-GATC-3’ de l’ADN, en prenant le groupement méthyle à la
S-adénosyl-méthionine. On retrouve de nombreux homologues de cette enzyme chez les
bactéries entériques telles que E. colt, Salmonella spp, Serratia marcescens, Yersinia spp,
Vibrio choÏerae, ainsi que parmi le genre Neisseria. La méthylation des sites GATC est
impliquée dans la coordination des événements cellulaires tels que la réplication de l’ADN,
la correction des mésappariements, la transposition, la ségrégation chromosomique. la
transcription de certains gênes. De façon générale, tous les sites GATC sont méthylés sur
l’ADN. Ceci permet d’assurer la fidélité de la réplication de l’ADN chromosomique (Boye
et Løbner-Olesen, 1990; Low et al., 2001). En effet, lors de la réplication, le brin néo
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synthétisé n’est pas méthylé immédiatement. L’ADN polymérase peut ainsi différencier le
brin néo formé du brin matrice qui est méthylé, et exercer sa fonction d’édition sur le
premier. Il a été démontré que la transposition de TnIO, Tn5 et Tn903 est plus fréquente
dans les mutants dam négatifs. En effet, lorsque Dam méthyle des sites présents dans le
promoteur du gène codant pour la transposase, il y a répression de sa transcription et donc
inhibition de la transposition de Tn]O (Roberts et al. 1985, Yin et al. 1988).
La plupart des 18 000 sites GATC estimés chez E. cou sont méthylés par Dam
(Hattman et al., 197$). Cependant, quelques très rares sites GATC (environ 50) ne sont pas
méthylés en permanence sur le chromosome dE. cou (Hale et aÏ., 1994; Ringquist et
Smith, 1992 ; Tavazoie et Chirch, 199$). Leur état de méthylation varie selon le milieu de
croissance et la phase de croissance. Les modifications de la méthylation de ces sites
seraient dues soit à la liaison de protéines régulatrices telles que Lrp, GutR, OxyR aux sites
GATC, empêchant alors leur méthylation, ou à des changements conformationnels de
l’ADN près des sites GATC se produisant de façon naturelle ou étant induits par des
protéines (Blyn et aÏ., 1990; Haagmans et Van Der Woude, 2000; Polaczek et aÏ.. 1998; van
der Woude et aï., 199$; Waldron et cii., 2002). Parmi les 50 sites GAIC dont l’état de
méthylation est fonction des conditions environnementales, certains sont impliqués dans
des mécanismes de régulation transcriptionnelle. En effet, les deux sites GATC espacés de
102 pb dans la région régulatrice de l’opéron pap sont impliqué dans le mécanisme de
variation de phase contrôlant cet opéron. La compétition entre Dam et OxyR pour deux
sites GATC situés entre le promoteur et le gène agn 13, détermine l’activité du promoteur
(phase ON ou phase OFF). Si les deux sites sont méthylés, le promoteur est actif (phase
ON), alors que si les deux sites sont occupés par OxyR, ta transcription est bloquée (phase
OFF). Il est à remarquer que les adénosines de ces deux sites GATC sont tout
particulièrement impliquées dans la fixation de OxyR (Waldron et aï., 2002). Toutefois,
tous les sites GATC dont la méthylation est bloquée par un régulateur ne sont pas
forcément impliqués dans la régulation transcriptionnelle. Par exemple, GutR empêche la
méthylation du site GATC situé 44 pb en amont de l’opéron gztt. mais la fixation de GutR
n’est pas bloquée par la méthylation de ce même site, et aucun impact n’est observé sur la
transcription de gut (van der Woude et aÏ., 199$); la fixation du régulateur transcriptionnel
CRP au niveau d’un site GATC n’empêche pas la méthylation de ce site (Low et at., 2001).
54
4.2.3. CRP, « cAMP receptor protein ».
CAP, «catabolite gene activator protein », ou CRP, «cAMP receptor protein », est
un régulateur transcriptionnel qui lie spécifiquement sous forme de dimères des séquences
d’ADN. Cette protéine a aussi la capacité de fixer de l’AMP cyclique(Busby et Kolb,
1996).
CRP régule la transcription de nombreux opérons (environ 74 opérons), en activant
ou réprimant leur expression. Ces gènes codent pour:
- des protéines impliquées dans le catabolisme des sucres alternatifs au
glucose, ou des acides aminés, ou des nucléosides
- des protéines membranaires impliquées dans le transport de métabolites
- des régulateurs spécifiques d’opéron.
4.2.3.1. Structure.
La structure tridimensioirnelle de cette protéine de 209 acides aminés a été
déterminée par diffraction aux rayons X (Weber et Steitz, 1987). CRP contient deux
domaines. Le domaine amino-terminal, qui est le pius grand (résidu I-133), est capable de
lier l’AMPc via principalement deux sites et permet la dimérisation de CRP, alors que le
petit domaine carboxy-terminal (résidu 139-209) porte le motif hélice-tour-hélice
permettant la fixation à la cible nucléotidique. Les deux domaines sont reliés de manière
covalente par la région appelée charnière (résidu 134-138) (f ig. 15) (Passner et aï., 2000;
Schultz et aï.. 1991; Weber et Steitz, 1987). Pour agir le dimère CRP doit fixer un cofacteur
qui est LAMPe. Cette fixation induit un changement de conformation de CRP qui devient
alors capable de lier une cible ADN (Dong et aÏ., 2002). La séquence d’ADN cible contient
22 paires de base et est palindromique: aaaTGTGAtnt-anaTCACAttt (Berg et von Hippel,
1988; Rarnseier et Saier, 1995 ). Ainsi la fixation des dimères de CRP à l’ADN est
symétrique et induit une courbure de 90°
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Fig. 16: Schéma de l’interaction entre un dimère de CRP-AMPc et sa cible ADN. Deux
molécules d’AMPc (en rose) sont liées à chaque monomère. l’une est nommée SYN et
l’autre ANTI. En vert, un monomère interagit avec le demi-site nucléotidique noir. En
jaune, est indiqué le domaine amino-terminal de CRP. En bleu, le domaine carboxy
terminal contient le motif UTU et lie le demi site nucléotidique blanc. Tiré de l’étude en
cristallographie réalisée par Passner et Steitz, 1997.
4.2.3.2. Fonction et classes (répression catabolique).
La concentration intra-bactérienne en AMPcyclique varie en fonction du milieu de
croissance notanm-ient en présence de glucose cette concentration chute. Une forte
concentration en glucose dans le milieu externe va causer une diminution de l’AMPc
intracellulaire, donc une diminution des complexes CRP-AMPc, et ainsi les promoteurs
CRP-dépendants ne seront pas induits. De façon réciproque, l’absence de glucose induit la
production d’AMPc, qui est suivie par la formation des complexes CRP-AMPc qui vont
induire les promoteurs des gènes codant le plus souvent pour des eiizymes impliquées dans
le catabolisme des sucres alternatifs au glucose (Saier, 1993).
La répression catabolique par le glucose ne s’exerce pas seulement au niveau
transcriptionnel par l’intermédiaire de CRP. En effet, la protéine Cra, «Catabolite
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repressor/activator protein », est impliquée dans les mécanismes de répression catabolique
par le glucose indépendant de l’AMPc (Saier et Ramseier, 1996).
Il existe plusieurs modes d’action de CRP
L Activation simple du promoteur cible;
ii. Activation complexe à l’aide de plusieurs protéines;
iii. Répression
(i) Les promoteurs requérant seulement CRP pour leur activation transcriptionnelle
sont classés en deux classes. La classe I comprend les promoteurs dont le site nucléotidique
de fixation à CRP est situé en amont du site de fixation de l’ARN polymérase sous la
condition que ces deux sites soient sur la même face de l’hélice d’ADN. Le site de liaison
de CRP à l’ADN est donc soit situé aux environs de -61,5, -72,5, -82,5 ou -92,5. La région
activatrice de la sous-unité du dimère de CRP proche du promoteur est alors requise pour
interagir avec l’ARN polymérase. Les promoteurs de classe II montrent un chevauchement
des sites nucléotidiques de fixation de CRP et de l’ARN polyrnérase en -35. A l’opposé des
promoteurs de classe I, c’est la région activatrice de la sous-unité du dimère de CRP
éloignée du promoteur qui est requise pour interagir avec l’ARN polymérase (Zhou et aï.,
1993; Zhou et aL, 1994). Si en général, les promoteurs de ce mode de régulation ne
présentent qu’un site de fixation de CRP, il existe certaines exceptions. Notamment la
région régulatrice de cdd contient deux sites de fixation de CRP. L’activation optimale de
cdd requiert la fixation de deux sites. Ce mécanisme synergistique semble faire interagir les
deux dimères CRP avec chacun un domaine de l’ARN polymérase (Holst et aÏ., 1992).
(ii) Certains promoteurs dépendant de CRP sont co-régulés avec un second activateur.
En général, ce second activateur lie l’ADN proche du site de fixation de l’ARN polymérase
et un peu en aval du site de fixation de CRP. Il existe trois types de co-régulation. Dans le
premier type, l’activateur 1 lie l’ADN sans pouvoir induire la transcription et requiert donc
la fixation de l’activateur 2 à son site pour être repositionné de façon à induire la
transcription. C’est le cas de l’activation de rnaÏK (Richet et Raibaud, 1991). Dans le
second type, il n’y a pas nécessité d’un repositionnement mais que chacun des deux
activateurs soient présents pour interagir avec leurs domaines respectif de l’ARN
polymérase. C’est le cas de l’activation de arcifG (Hendrickson et aï., 1990). Dans le
troisième type. il s’agit en fait pour CRP de permettre l’action d’autres activateurs en dé
stabilisant la conformation tridimensionnelle de l’ADN régit par une protéine répresseur.
C’est le cas du promoteur de l’opéronpap, dont la régulation est décrite au chapitre suivant.
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(iii) CRP peut aussi agir comme répresseur. Simplement en fixant une séquence
recouvrant le site —10 du promoteur cible et donc en bloquant l’accès à l’ARN polymérase
(Busby et Kolb, 1996). L’autorépression de c;p, dépend d’un autre mécanisme. Dans ce cas
CRP fixe un site 42 pb en aval du site d’initiation de la transcription de crp pour permettre
l’activation d’un autre promoteur divergent. La polymérase va alors en transcrivant l’autre
gène encombrer le gène crp et donc bloquer sa transcription. Un autre mécanisme de
répression par CRP fait intervenir un co-répresseur, CytR. Dans ce cas, la fixation de CRP à
un seul site de la région régulatrice active la transcription de l’opéron concerné. Dès qu’un
second dimère de CRP se fixe au second site disponible, alors CytR peut interagir avec les
deux dimères de CRP en se plaçant entre les deux. Ainsi, CytR bloque la transcription du
gène cible (Kallipolitis et aÏ., 1997).
4.2.3.3. Effet de CRP sur les opérons pap et foo.
La variation de phase régit le premier niveau de régulation transcriptionnelle de
l’opéronpap. La fixation de Lrp, PapI et la méthylation par Dam d’un des deux sites GAIC
de la région régulatrice de pap permet alors la transition de phase vers soit la phase OFF
soit la phase ON (Kerdnay e! aÏ.. 2002). Ce mécanisme est indépendant de CRP et la
fixation de CRP à son site est indépendante de Lrp (Weyand et al., 2001). Lorsque l’opéron
pap est en phase ON, sa transcription dépend de la co-activation par CRP et PapB (Braaten
et al., 1991; Gôransson et ut., 19$9a; Nou et al., 1993). L’intervention de CRP est cruciale
pour l’activation de pap, car en absence de CRP et en présence de forte concentration de
PapI la transcription depap reste bloquée (Weyand et ut., 2001). L’opéronpap et papI sont
alors transcrits. Le site de liaison à l’ADN pour le complexe CRP-AMPc est situé à 2 pb en
aval du premier site de fixation de PapB, à environ 50 pb en amont du site GATC 1 et à
environ 215 pb du promoteur de papB (Weyand et aÏ., 2001). L’approche des
hétérodimères orientés (CRP sauvage couplé à CRP AR1-muté) a permis de démontrer que
la région ARI de CRP proche du promoteur de pap est requise pour stimuler la
transcription depap, et ceci même en Fabsence de H-NS (Weyand et aÏ., 2001). Or il a été
démontré qu’en absence de H-NS, protéine structurant la conformation de l’ADN,
l’activation de pup ne requiert plus la présence de CRP. Il est probable que CRP modifie
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suffisamment la conformation de l’ADN normalement obtenue via H-NS pour faciliter
l’action de PapB.
4.2.4. H-NS.
H-NS, « Histone-like Nucleoid Structuring protein », est une protéine de 16 kDa,
neutre, du nucléoïde. C’est la seconde protéine de type histone la plus abondante chez E.
cou après la protéine RU. H-NS lie l’ADN double brin courbé et l’ARN de façon
aspécifique et affecte la structure de l’ADN en le compactant fortement (Schrôder et
Wagner, 2002).
4.2.4.1. Structure.
H-NS présente de nombreux homologues chez différentes espèces bactérienne, mais a
aussi un homologue chez E. cou, StpA (58% d’homologie) (Bertin et aÏ., 2001). H-NS et
StpA autorégulent leur expression mais aussi se régulent de manière croisée (Free et
Dorman, 1997; Schrôder et Wagner, 2002). f ree et aï. ont démontré que H-NS et StpA se
dimérisent. H-NS contient deux domaines connectés par un fragment peptidique très
flexible (1998). Le domaine amino-terminal permet l’oligomérisation de H-NS, alors que le
domaine carboxy-terminal lie les acides nucléiques. Le domaine de fixation à l’ADN ne
contient pas de structure caractéristique de cette fonction mais est hydrophobe et contient
quatre boucles en plus de quelques feuillets et hélices Œ. La séquence fixée est
généralement riche en A T.
H-NS est présente en solution sous forme de dimères ou de structure de plus haut
niveau, des oligomères (jusqu’à 20 molécules associées) (Smyth et aÏ., 2000). Même si le
monomère H-NS peut se lier à l’ADN, le complexe ADN-protéine est plus stable quand H
NS est sous forme d’oligomère (Schrider et Wagner, 2002).
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L’évaluation de la quantité de molécule de H-NS par cellule est contradictiore
(60 000 à 20 000) (Azam et Ishihama, 1999; free et Dorman, 1997; Sonnenfield et al.,
2001; Schrôder et Wagner, 2002).
4.2.4.2. Fonction.
H-NS compacte l’ADN. Cette altération de la super-hélicité de l’ADN est réalisée en
introduisant des super-tours négatifs et des courbures. H-NS régule aussi la transcription de
nombreux gènes, le plus souvent en réprimant leur expression. Directement ou
indirectement, H-NS, dans un milieu faible en nutriment, régule l’expression de 5% des
gènes de E. cou et module la production de 60 protéines (dont ProX, Gnd, GadA, HdeA,
CbpA). 30 ¾ de ces protéines sont impliqctés dans la formation de l’enveloppe cellulaire
(LPS) et dans l’adaptation aux conditions environnementales, 20 ¾ sont des protéines
impliquées dans la transcription et la traduction (Hommais et al.. 2001). Les conditions
environnementales affectant l’expression de gènes médiée par H-NS, sont la température, le
pH, la pression osmotique et l’oxygène. H-NS est parfois impliqctée dans la régulation de
l’expression génétique de facteurs de virulence comme des fimbriae ou des flagelles
(thermorégulation des opérons pap, daa, sfa, fini et de fliC chez E. coti) (Gôransson et aï.,
1990; Harel et Martin, 1999; Landini et Zehnder, 2002; Morschhuser et aï., 1993a; Olsen
et aÏ., 1998; White-Ziegler et al., 2000). H-NS et son paralogue StpA contrôlent d’une part
des gènes communs, mais d’autre part, StpA à la différence de H-NS, agit comme une
protéine chaperon de certains ARN. De plus, H-NS réprime l’expression de gènes
impliqués dans la résistance au choc acide (hdeA, gadA et gadC) et active la transcription
de gènes codant pour l’assemblage du flagelle (flgH,flicC etflgA) alors que StpA n’a aucun
effet (Bertin et al., 2001; Schrôder et Wagner, 2002). H-NS en se fixant à StpA, empêche la
protéolyse de StpA par la protéase Lon (Johansson et al., 2001). De plus, l’hétérodimère H
NS-StpA pourrait avoir un rôle fonctionnel dans la régulation transcriptionnelle de certains
cistrons. En effet, l’étude de la répression transcriptionnelle de bgï et de proU par H-NS et
StpA a démontré que H-NS tronqué de son domaine de fixation à l’ADN en présence de
StpA peut encore inhiber la transcription de bgt mais pas celle depi’oU(Free et al., 199$).
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Le mécanisme moléculaire par lequel H-NS régule la transcription n’est pas connu.
Plusieurs hypothèses ont été émises (Hommais et aÏ., 2001; Schrôder et Wagner, 2002)
- H-NS affecterait l’expression en modulant le degré de sur-enroulement de
l’ADN requis pour la transcription,
- l’inhibition transcriptioimelle directe pourrait résulter de la liaison de H-NS à
l’ADN qui fonctionnerait comme répresseur et interférerait avec la formation
de promoteurs ouverts,
- H-NS pourrait empêcher l’ARN polymérase d’interagir avec le promoteur de
façon productive.
De plus, il a été montré que H-NS module l’expression de certains gènes, de façon
post-transcriptionnelle, en altérant la stabilité des ARNm et en affectant l’efficacité de la
traduction (Bertin et aÏ., 2001).
4.2.4.3. Effet de H-NS sur I’opéron pap.
Les fimbriae P sont produits par des cellules se multipliant à 37°C mais pas à des
températures plus basse comme 25°C (Gôransson et Uhlin, 1984). H-NS joue un rôle
important dans cette thermorégulation en réprimant la transcription de deux gènes codant
pour des régulateurs positifs (PapI et PapB) de l’expression de l’opéron pop. PapI permet le
passage du promoteur de pop en phase d’expression (phase ON). Or dans une souche hns
négatif, aussi bien à 37°C qu’à 26°C, le gène papI n’est plus réprimé (Gôransson et al.,
1990). De plus, la transcription de papBA est elle aussi dé-réprimée aux deux températures
mais moins intensément. Des expériences de retard sur gel compétitif ont démontré que H
NS fixe spécifiquement la région régulatrice de pop au niveau des deux sites GAIC, et que
cette fixation bloque la méthylation de ces deux sites à 23°C et non à 37°C. L’hypothèse
émise suggère que la température affecte directement l’état d’oligomérisation de H-NS et
donc sa capacité à réprimer la transcription de pop à 23°C (White-Ziegler et aL, 1998).
Cette même étude démontre aussi qu’en l’absence de modification des conditions
environnementales H-NS est un régulateur positif de l’expression de pop. En effet, la
comparaison de souche sauvage et d’une souche lins négative montre qu’à 37°C, I-1-NS
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favorise le nombre de cellules en phase ON et donc permet une augmentation de
l’expression de pap.
H-NS est aussi impliqué dans la répression transcriptionnelle de i’opéron pap en
réponse à d’autres conditions environnementales comme une forte pression osmotique, un
milieu de croissance riche en nutrirnent et l’utilisation du glucose comme source de carbone
(White-Ziegler et aÏ., 2000).
42.5. RimJ.
RimJ est une acétylase qui modifie l’alanine située en amino-terminal de la protéine
ribosomale S5. RimJ est impliqué dans la thermorégulation de l’opéronpap, ainsi que dans
la répression de son expression en milieu nutritif riche et aussi en réponse à une plus forte
pression osmotique (White-Ziegler et Low, 1992; White-Ziegler et aÏ., 2002). Bien que les
opérons firn,fan et daa subissent un contrôle transcriptionnel en réponse à la température et
au conditions nutritives (riche ou pauvre) du milieu de croissance, letir transcription n’est
pas affectée par RimJ. Cela semble indiquer que RimJ est un régulateur spécifique de la
transcription de l’opéron pap (White-Ziegler et al., 2002). RimJ, en l’absence de
modification des conditions environnementales, réprime directement ou indirectement la
transcription de papi et empêche la transition de la phase Off à la phase ON de l’opéron
pap. H-NS et RimJ semblent agirent sur la régulation transcriptionnelle de pctp
indépendamment (White-Ziegler et aÏ., 2002). Le mécanisme moléculaire par lequel RimJ
détecte un signal environnemental et régule la transcription de pap n’est pas encore connu.
Toutefois, le fait que cette protéine puisse acétyler un résidu aminé pourrait être important
pour l’activation d’une autre protéine régulant l’expression de pap. Cette acétylation ayant
alors lieu seulement sous certaines conditions environnementales.
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PROBLEMATIQUE.
Les antigènes de surface F1651 et CS31A sont produits par les souches E. cou
associées à des diarrhées et des septicémies chez le porcelet et le veau (Bertin et aï., 199$;
Bertin et aÏ., 2000; Contrepois et aÏ., 1989; Contrepois et cii., 1993; Fairbrother et cii., 1986;
Girardeau et cii., 1988; Ngeleka et aï., 1993; Ngeleka et ai., 1994). Il a été aussi remarqué
que certains E. cou causant des diarrhées ou des septicémies chez les humains produisent
F1651 et CS31A (Bertin et al., 2000; Cherifi et al., 1990; Jallat et aï., 1994). Des études
suggèrent que F1651 permet aux bactéries productrices de coloniser les organes extra-
intestinaux et de résister à la phagocytose et que CS3 I A sert à la colonisation (Ngeleka et
aÏ., 1993; Ngeleka et aï.. 1994; Ngeleka et Fairbrother. 1999 Girardeau communication
personnelle).
Les adhésines F165 et CS31A sont requises lors de l’étape primordiale du processus
infectieux, mais leur synthèse n’est pas nécessaire en permanence. En effet, l’interaction
hôte—pathogène est un processus dynamique dans lequel le pathogène rencontre diverses
conditions environnementales auxquelles il s’adapte pour survivre. F1651 et CS31A sont
codés par les opéronsfoo et cÏp respectivement (Maiti et aÏ., 1994; Martin, 1996). Ces deux
opérons font partie de la famille de régulation de l’opéron pop (Harel et aÏ., 2000; Herdnay
et aÏ., 2002; Martin, 1996). La transcription de foo, cÏp et pap, est contrôlée par deux
mécanismes la variation de phase et le niveau de transcription. Contrairement à l’opéron
pap, l’expression des opérons foo et clp est réprimée en présence de L-leucine ou de L
alanine (Harel et al., 2000; Herdnay et aï., 2002; Martin, 1996). Ces deux mécanismes sont
modulés en partie en réponse à certaines conditions environnementales telles que la
présence de L-leucine ou de L-alanine dans le milieu de culture (Daigle et cii., 2000;
Martin, 1996). Le mécanisme moléculaire par lequel ces deux acides aminés influencent
l’expression de foo et clp est inconnu. Or, il a été démontré que la leucine et l’alanine
interagissent directement avec Lrp et ainsi modifient l’action de Lrp envers certains
promoteurs cibles en intensifiant ou en antagonisant l’effet de cette protéine régulatrice
(Chen et Calvo, 2002; Zhi et ctÏ.. 1999). De plus l’action de Lrp sur l’expression defoo et
ctp est opposée (Daigle et cii., 2000; Martin, 1996). Comprendre comment des facteurs
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présents dans l’environnement immédiat du pathogène peuvent réguler la synthèse de ces
deux facteurs de virulence est important dans l’optique du développement de nouvelles
drogues anti-infectieuses en alternative à l’utilisation d’ antibiotiques.
Notre étude consiste en la comparaison de la régulation de l’expression des opérons
foo et cÏp. Nous voulons déterminer d’une part si d’autres conditions environnementales
telles que la température, le pH, la pression osmotique etc... ont un impact sur la
transcription de ces deux opérons et dautre part nous voulons caractériser les mécanismes
moléculaires contrôlant la transcription de ces deux opérons en réponse à la présence de
leucine ou d’alanine.
Pour répondre au premier objectif, l’effet de chaque condition environnementale sur
la transcription basale et la variation de phase, en combinaison et séparément. est étudié à
l’aide de souches portant des fusions transcriptionnelles contenant le gène rapporteur ÏacZ.
Le deuxième objectif est d’analyser les mécanismes moléculaires de l’effet de
l’alanine et de la leucine sur la variation de phase et la transcription basale des fimbriae. Le
rôle de protéines régulatrices impliquées dans le contrôle de la transcription basale et de la
variation de phase sera aussi élucidé. L’effet de l’alanine et de la leucine en présence ou
absence de ces régulateurs sera analysé in vivo.
Dans le troisième objectif les séquences des régions de régulation des opérons
fimbriaires auxquelles se lient Lrp, seront déterminées. De plus, l’influence de la présence
des acides aminés alanine et leucine sur l’affinité de Lrp pour les séquences cibles sera
aussi examinée, afin de déterminer si une interaction directe entre l’acide aminé et Lrp
modifie l’action de Lrp, notamment en changeant son affinité pour une cible ADN donnée.
SECTION II-Méthodologie et résultats
65
Implication de l’auteur dans cet article.
En tant que premier auteur de cet article, j’ai réalisé la totalité des expériences de dosages
f3-galactosidase et de détermination de la variation de phase pour l’opéronfào à l’exception
des souches DL844.2OI, DL844.?O2 et DL844.X03. Les dosages de la -galactosidase des
souches MC4100.2.06, MC4YOO.2J5, DL$44.2.O6 et DL844.215 ont été aussi effectués par
le premier auteur. Les courbes de croissances des souches MC41OO.2.O6, MC4100.2\.15.
MC41OO.2.O1, MC41OO.2O2 ont été réalisées par le premier auteur. J’ai aussi construit les
souches DL844.2O1, DL844.2O2 et DL$44.2O3. Le premier auteur a aussi analysé la
totalité des résultats et rédigé l’intégralité de cet article.
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LL Abstract.
F1651 and CS31A, belonging to the P-reguÏatory family, are bacterial adhesins
synthesized by E. cou strains associated with septicernia in piglets. Transcriptional
regulatory rnechanisms controlling theJio and clp operons (encoding F1651 and CS3IA
respectively) involve global regulators such as Lrp (leucine-responsive protein), and the
specific regulators PapI and PapB homologues. Two types of regulation are exerted on the
foo and cÏp expression: the firt one modulates the activity of the promoter, controlling the
synthesis level of adhesin in each individual ceil; the second one is the phase variation
control. Phase variation controls the percentage of ceils producing the adhesin (ON cells)
and non-producing adhesin (OFF ceil) in a single colony. Analysis of expression of
transcriptional ftisions between the fooB or fool prornoters and ÏacZ as a reporter gene
showed that Lrp and Fool activated thefoo basal transcription and that they are necessary
for phase variation mechanism which lead to a majority of ON cells. Lrp activates alsofool
gene expression and is necessary for its phase variation. The fooR promoter activity is
stronger than thejàol prornoter activity. Influence of several environmental eues xvas tested
on Jo and cÏp expression. Inhibition or significant repression of foo and clp transcription
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were observed at low temperature, in presence of glucose, in presence of alanine or leucine,
and when ceils were grown in LB medium. Osmolarity and pH had littie effect. L-alanine,
LB, and low temperature altered the phase variation from thefooB and the ctpB promoters
by increasing phase OFF ceils or by locking in the OFF phase. Leucine had no effect on
phase variation but repressed the basal transcription of both promoters. Glucose repression
was totally relieved by addition of cAMP for thefoo expression and only partially relieved
for the cÏp expression. Environmental cues effects on phase variation or on basal
transcription were independent ofthe respective PapI homologue (Fool or AfaF).
1.2. Introduction.
CS31A and F1651 fimbriae produced by septicemic and diarrheic Escherichict cou
belong to the P-regulatory famiÏy ofadhesive factors. CS31A, encoded by the cÏp operon, is
produced by septicemic and enterotoxigenic bovine E. cou (Girardeau et aï., 198$) and
hurnan strains (Jallat et aÏ., 1994). CS3 lA is required for full bacterial virulence in the rat
model (Girardeau, personal communication). CS3 lA mediates adhesion to Caco-2 and Int
407 cells (Di Martino et aÏ., 1995; Jallat et aÏ., 1994), and protects bacteria from
phagocytosis by bovine polvmorphonuclear neutrophils (PMNs) (Girardeau, personal
communication). F1651, encoded by the Ibo operon, plays an important role in the ability of
bacteria to spread systemically through the porcine host (Ngeleka et aÏ., 1993). F1651
fimbriae mediate adherence and survival of EcoÏi 0115 to PMNs, and contribute to the
bacterial inhibition of the porcine PMNs oxidative response (Ngeleka et al., 1994; Ngeleka
et Fairbrother, 1 999).
Fimbrial operons belonging to the P-regulatory family such as CS3IA and F1651
share important regulatory features (Harel et aÏ., 2000). They are subject to phase variation
control defined as the ability of cef f s to switch in a reversible manner between fimbriated
phase ON cells and afimbriated phase OFF ceils (Henderson et aÏ., 1999). Regulation of
expression of these firnbriae involves Lrp, and a PapI homologue, encoded by a gene
generally located upstream of the fimbrial operon. The Lrp target regulatory region
contains two GATC sites that are spaced 102 or 103 bp apart (Bâga et al., 1985). The
differential methylation status of these sequences determines the binding of Lrp, because
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Lrp binds only non-methylated or hemi-methylated GATC sites (Nou et aÏ., 1993). PapI or
its homologues possess the capacity to dispiace Lrp from a binding site to another (Crost et
aï., 2003; Nou et aÏ., 1995). Ail operons aiso encode for a PapB homologue, the role of
which has flot been extensively studied. Distinct reguiatory features can aise be observed
between members of the P-regulatory famiIy. In particular, Lrp activates expression of
some operons, inciudingpap andfoo (Braaten et aï., 1992; Daigie et aÏ., 2000), and repress
expression of others, inciuding cÏp (Martin, 1996). furthermore, expression of ail the
operons so far studied belonging to the P regulatory family is insensitive to leucine, except
for the ctp and foo operons. Indeed, leucine and alanine dramaticaliy reduce CS3 I A and
F1651 production (Girardeau et aÏ., 1988; Hard et aÏ., 2000). Thus leucine and alanine
potentiate the action of Lrp in the case cf cÏp and antagonize it in the case offoo. We have
shown previously that alanine represses basal cïp transcription two-fold in the absence cf a
PapI homologue while it inhibits phase variation in its presence (Martin, 1996). L-alanine
prevents the OFF te ON switch, locking clp expression in the OFF phase, whereas L
leucine represses transcription without major effects on the switch frequency. In addition,
alanine and leucine aise represse cïp transcription by an Lrp-independent mechanism (Crost
et aï., 2003). The effect cf leucine and alanine onfoo phase variation is net characterised.
In this paper, our aim was to compare the effects of leucine and alanine in these two
members of the P-regulatoiy family showing opposite Lrp reguiatoiy patterns. In addition,
severai other environmental cues known te modulate fimbriae expression were aise
examined. Te this end, we first characterised the role cf Lrp and Fool in regulating Jào
expression. Then, the influence cf carbon source, amino acids, temperature, pH, and
osmolarity on the basal transcription and on the phase variation control of cïp andfoo was
examined.
1.3. Materials and Methods.
1.31. Bacterial strains and media.
E. cou strains ToplO and XL1 blue were used as recipients in rnolecuiar cloning
experiments. E. cou strain MC4ÏOO (Casadaban, 1976) and its isogenic mutant DL844
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(lrp::TnlO) (Braaten et aï.. 1994) were used as Lrp+ and Lrp- host backgrounds for
recombinant lysogenic ? pliages. E. cou strains MC4100.26 and DL844.7.6 contain a single
chromosornal copy of a ctp3-lacZL4 fusion (Fig. 1) (Martin, 1996). ptrfl is a multicopy
recombinant plasmid derived from ptrc99A (Pharmacia Biotech) expressing afaF under the
control of the trc promoter (Martin, 1996). The 201 pliage contains afooB-ÏacZYA fusion
and the entire regulatory region, including thefool andfooB genes, whereas the X02 pliage
contains a fooB-ÏacZYA fusion and the entire regulatory region including /boB but missing
fool The ?.03 phage contains a fool-lctcZYA fusion and the entire regulatory region,
including fool and fooB. These pliages were used to lysogenise MC4 100 and DL844,
leading to MC4100.2..01, MC4100.202, MC4IOO.?W3, DLX44.201 DL844.202 and
DL844.2.03 strains (Fig. 1 and Table I).
Luria-Bertani (LB) broth, LB agar, M9 minimal broth and M9 minimal agar were
prepared according to Miller (Miller, 1972). Glycerol and glucose as carbon sources were
added at 0.2% (w/v). Supplements, wlien appropriate, were used at the following
concentrations: Xgal, 40 ig mF1; IPTG, 1 mM, amino acids, 5 mM; ampicillin, 50 g mF’;
kanamycin, 50 tg m1, streptomycin, 100 ig ml; tetracycline, 17.5 ig rnF’ cAMP, 30
mM. L-Isoleucine (0.04 mM) and L-valine (0.06 mM) were added to media containing L
leucine. pH and osmolarity of the M9 medium are 7 and 215 mosM respectively. The pi-I
varied upon addition of the following buffering solutions: MOPS, pH 7.9; Hepes, pH 6.4;
TES, pi-I 5.8, each 100 mM final concentration. Tlie osmolarity varied upon addition of
NaC1 at the following final concentrations: 50 mM: 300 mosM, 150 mM: 450 mosM and
225 mM: 600 mosM. Cultures of strains harboring ptrfl were donc without IPTG to avoid
too high an expression ofafaF.
1.3.2. Construction of single copy foo-!acZ fusion lysogens.
PCR products containing either/àol orJoI’, the intergenic region,JàoB andfooA’
were cloned into the pGem vector (Prornega, Charbonnieres, France). Primers used were:
fool forward which has a BamHI restriction site at the S’end (5’-
GGATCCTTTTATCTGTTTCAG-3’), Fool [NI forward with a BarnHI restriction site at
the S’end (5’—GGATCCGTATTCACTCATCTCACTG-3’), and FooB reverse which lias a
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BglII restriction site at the 5’end (5’-AGATCTACTGTTCTGATATT-3’). The 1038 bp
PCR fragment containing fool, the intergenic region and fooB was obtained using fool
forward and FooB reverse. The 787 bp PCR fragment containing fool’, the intergenic
region and fooB was obtained with Fool [NI forward and FooB reverse. The PCR program
used was 94°C 5 mm, 30 cycles 94°C 30 sec, 50°C 45 sec, 72°C 30 sec. and finally 72°C
5min. following digestion of PCR products with BamHI and BglII, ligation with Ban1HI-
digested pRS55I was performed to construct the multicopy plasrnids pMTO1, pMTO2, and
pMTO3. pMTO1 contains the transcriptional fusion fooB—ÏacZYA, the divergent fool gene
upstrearn of the fusion. and the entire intergenic region. pMTO2 contains the transcriptional
fusion fooB—ÏacZYA, a non-functional truncatedjàol gene, and the entire intergenic region.
pMTO3 contained fooB. the intergenic region and the transcriptional fool-tacZYA fusion.
Each plasmid was introduced into E. cou MC4 100 and a transformant was transfected with
the lambda phage 2RS45, which carnes hornology to pRS55 1 as described by (Sirnons et
aÏ., 1987). Pliages X01, 2W2, and 2.03 were obtained from the respective recombination of
2RS45 with pMTO1 pMTO2, and pMTO3. X01, ?02, and ?W3 lysates were used to infect
MC4 100 and DL844; kanamycin-resistant lysogens (MC4 100. 2W1, DL$44. 701,
MC4 100. 202, DL$44. 2.02. MC4100.203, and DL844.2M3) were isolated as described by
(MilIer, 1972). The terminase test (Blyn et aÏ., 1990) and the PCR assay described by
(Powell et al., 1994) were used to veri’ that alI strains contained only one copy of pliage
DNA.
1.3.4. 3-galactosidase activity assay.
A single bacterial colony was used to inoculate an overnight culture in M9 glycerol
medium. This culture was diluted 50-fold, grown to an 0D600 of 0.5-0.8 in M9 glycerol
medium supplernented with amino acids or with a modified pH or osmolarity as indicated.
When indicated, glucose replaced glycerol as carbon source. Cultures were assayed for f3-
galactosidase activity as described (MiIler, 1972). for strains showing phase variation, blue
and white colonies were picked from M9-glycerol plates as starting material for assays of
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-galactosidase activity of ON and OFF cultures, respectively. Each experiment was done
in duplicate at least three times.
1.3.5. Calculation of the phase transition frequency.
Strains were inoculated onto X-Gal M9 agar plates or LB plates. Colonies showing a
uniforrn phenotype (dark blue or white, with no sectors) were resuspended in M9 saits.
Appropriate dilutions were spread onto the sarne medium as the parent colony. After
growth, the colonies were scored for a white or blue phenotype. The switch frequencies
were calculated using the formula (M/N)/g, where M is the number of celis that underwent
phase transition, N the total number of ceils evaluated, and g the number of generations,
estimated to be 27, that gave rise to the colony.
1.3.6. Statistical analysis.
Statistical analysis ofthe resuits was performed using the GIm procedure ofthe SAS
statistical package (y 6.12). Analysis of variance, the Dunnett test, and the Student
Newman-Keuls test were used to compare f3-galactosidase activities in the different growth
media. Statistical significance was declared at P< 0.05. Sigmaplot 2000 (SSPS inc.) was
used to produce graphs.
1.4. Results.
1.4.1. Regulation 0f fooB and fool transcription.
In the absence of Fool and Lrp. no phase variation occurred in the strain harbouring
the/àoB-ÏacZY4 fusion (DL844.02) and the/ioBA promoter vas inactive (Table 2). When
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fooT was present in the Lrp-negative background (DL$44.2O1), the promoter was stiil
inactive, indicating that FooT b)’ itself is flot an activator of the foo basal transcription. In
contrast, when Lrp was present in the fooT negative background (MC4lOO.?O2),
transcription could occur although no phase variation was observed (table 2). Therefore Lrp
activatedfoo expression independently offool.
Phase variation occurred only in the simultaneous presence of Lrp and FooT
(MC41OO.2.O1), leading to a rnajority of colonies in the ON phase, using either ON or OFF
inoculating colonies (Table 2). A higli increase in 3-galactosidase activity could be
observed in these phase variable celis (123 1 MU in OFf-cells and 1525 MU in ON-celis
compared to 213 MU in uniform ceils for MC4IOO.X02). This observation indicated that
Fool acted in conjunction with Lrp not only to prornote phase variation but also to activate
basal foo transcription.
The fool gene is also phase variable as demonstrated by the appearance of ON and
OFF celis in the strain harbouring the JàoI-tacZY4 fusion (MC41OO.2O3). Absence of
transcriptional activity and of phase variation in the isogenic Lrp negative strain
(DL$44.?W3) indicated that Lrp is an activator of the joI promoter and is required for
phase variation. Ç3-galactosidase activities from MC4IOO.2O3 ON and OFF colonies
compared to MC41OO.2Ol ON and 0Ff colonies showed that activity ofthefoolprornoter
was weaker than activitv of the /boBA prornoter (Table 2). Furtherrnore, fool phase
variation lead to a fewer percentage of ON colonies thanjàoBA phase variation, whatever
the phase of the inoculating colony. This data correlated with a slightly higher ON to OFF
and a slightly lower 0Ff to ON switch frequency for MC41OO.7O3 compared to
MC4100.2.O1.
1.4.2. Environmental regulation of clp and foo expression.
Expression of a number of flrnbriae is regulated by environmental factors that
mimic the conditions found in the host compartrnents. To investigate the environmental
eues that modulate clp and Jo expression, we monitored the activity of the cÏp and Jào
promoters in exponential cultures grown in different media. In order to distinguish the
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effects exerted by the environrnental factors either on the steady-state expression (i.e. the
basal transcription) or on the phase variation, we used the recombinant strains expressing or
not the Papi homologue.
1.4.2.1. Effect 0f environmental factors on the clp and foc steady-state
expression.
The basal transcription level of both operons observed in M9 minimal medium
supplemented with glycerol as carbon source varied very slightly with pH and osmolarity
(f ig. 2). However, activity of the foo prornoter was signiflcantly increased at pH 5.8 and
reduced at pH 7.9, whereas activity of the ctp promoter vas only increased at pH 5.8. Basal
transcription of both operons was repressed at 2 0°C, in M9 when glucose was used in place
of glycerol. and in the rich LB medium (f ig. 2). The repressive effect of glucose was in part
(clp) or totally (fào) relieved by addition of cAMP to the growth medium. However, no
consensus sequence for CAP binding sites (Barber et cii., 1993; Ko]b et aÏ., 1993) was
found upstrearn of the ctp prornoter, whereas a potential CAP binding site exists upstream
ofthefoo promoter (Daigle et al., 2000: Ramseier et al., 1995).
We have already shown that L-leucine repressesfoo and cÏp transcription. The later
is also repressed by L-alanine (Daigle et at., 2000; Martin, 1996). b analyze whether other
amino acids repressed cÏp andfoo transcription, MC4100.26 and MC4100.202 were grown
in M9-glycerol medium supplemented with 5 mM of some amino acids, and
-
galactosidase activity was measured. It appeared that 12 out of the 14 amino acids tested
repressed cÏp transcription, although, except for methionine, to a lesser extent than leucine
and alanine (data flot shown). five amino acids (alanine, methionine, leucine, threonine,
and histidine) individually decreased clp expression to 60% or less of its level in M9-
glycerol medium (Fig. 3). MC4100.202 was grown in the presence of each of them and in
the presence of aspartate which had only a weak effect on cÏp expression. Only alanine and
leucine highly repressed foo expression whereas, surprisingly, threonine activated foo
transcription (Fig. 3). In order to investigate if Lrp rnediated the repressive effect ofamino
acids, we repeated the experirnents on the respective isogenic Lrp mutants. We tested those
six amino acids that exerted the higher ctp repression in MC4100.26 in an Lrp
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background. AÏthough 3-galactosidase activity was higher in the Lrp background due to
the absence of Lrp repression, these amino acids, including leucine and alanine, also
repressed cÏp transcription to the same extent as in the Lrp background (Fig. 3). As in
DL844.201 (FooI+, Lrp-) and DL$44.?02 (FooT-, Lrp-) the foo promoter was totally
inactive due to the absence of Lrp, we could flot determine whether Lrp mediated the amino
acid repression offoo expression.
1.4.2.2. Effect of environmental factors on clp and foo phase variation.
Data presented above showed that a number of environmental stimuli acted as
flegative regulators of cÏp and foo steady-state transcription in the absence of phase
variation. Their effect on i) the switch frequency, and ii) the promoter activity was then
assessed on ceils producing the PapI homologue. Resuits are summarized in table 3. It was
observed that glucose decreased 2-fold the cÏp OFF to ON switch frequency without
altering the ON to OFF one, resulting in a lower portion of celis switching towards the ON
phase. In contrast, glucose slightly increased thefoo ON to OFF switch frequency without
altering the OFF to ON one, leading to a greater proportion of ceils switching towards the
OFF phase. In both cases the net result was a greater percentage of cells in the OFF phase
in a colony growing on glucose cornpared to a colony growing on glycerol.
When grown in LB or in the presence of alanine, the cells presented a uniform white
or light blue phenotype, indicating that phase variation did not longer occur. The other
amino acids tested, including leucine, as well as osmolarity and pH did not alter the switch
frequency of phase variation (not shown). At low temperature (20°C), both operons were
highly repressed, but the cÏpB-ÏacZ harboring cells presented a uniform white phenotype,
whereas phase variation still occurred with thefooB-lacZ fusion. However, the ON to OFF
switch frequency increased ten fold and the OFF to ON one decreased two fold, leading to
only about 37% ofcells in the ON phase, instead of 94% at 37°C. More cells in ON phase
are obtained from an OFF colony than an ON colony. However, the -galactosidase
measurement of colonies revealed a higher expression in ON cells of ON colonies than in
ON cells of OFF colonies (data not shown).
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The promoter activity in ON and OFF colonies in the different growth conditions
was assessed by measuring 3-galactosidase activities. High osmolarity, pH 5.8, and
methionine had no significant effect (data not shown). Resuits presented in table 3 show
that leucine repressed about two fold clp andfoo expression in ON and OFF ce! Is. Alanine
repressedfoo and clp transcription much more than leucine, inhibiting phase variation. LB
medium inhibited phase variation of both operons and repressed foo transcription. 3-
galactosidase activities monitored by the cÏp promoter were doser to those found in ON
ceils grown in M9-glycerol than to those found in OFF celis, indicating a low repressive
effect, whereas the foo promoter was highly repressed. The effect of glucose on the
promoter activity of cÏp and Joo was not sirnilar. Glucose dramatically repressed clp
transcription in ON cells. Since the large majority ofcells were OFF even in an ON colony
due to the low frequency of the OFF to ON switch. Ç3-galactosidase activity after culture of
an ON colony in liquid M9-glucose was representative of mainly OFF celis. The Iow f3-
galactosidase activity found also indicated that the promoter was poorty active even in ON
celis. Repression by glucose was not relieved upon addition of cAMP, in accordance with
the absence of a consensus CAP binding site in the cïp regulatory region. In contrast,
glucose repressed Jào expression in ON and OFF colonies, but f3-galactosidase activities
remained relatively high. This repression was relieved by cAMP, in agreement with the
presence of consensus CAP binding sites in the foo regulatory region (Table 3). Low
temperature repressed clp and!oo transcription, and this effect was more drastic for/oo.
1.5. Dïscussion.
F1651, encoded by the /ào operon, belongs to the P-regulatory family offirnbriae. As
other members of this family, foo expression is submitted to a tight control at the
transcriptional level, mediated by the global regulator Lrp and a specific regulator
homologous to Papi, FooT. In the absence of these two regulators, the foo promoter is
completely inactive. Lrp but not FooI is required to activate the basal transcription.
However, Lrp and Fool are required simultaneously to prornote phase variation, allowing
maximal foo transcription in most cells (phase-ON celis) whereas the promoter is inactive
in the rernaining ceils (phase-OFF ceils). Phase-ON cells are largely predominant in the
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bacterial population, as it xvas previously found for pap-21 (Blyn et al., 1989). But this is in
contrast with observations made on other P-related operons, as cÏp and pap-Ï 7, where a
large majority of celis are in the OFF-phase (Low et al., 1996; Martin, 1996). The
molecular basis for this difference is flot known but could be due to amino acid changes in
the PapI homologue, to nucleotide changes in the regulatory region, or to other regulators
flot yet identified. Thefool promoter is weaker than theJào promoter, and expression ofthe
fool gene is also controlled by phase variation, leading to a large number of phase-ON
ceils. However, thefool and fooBA operons show different transition frequencies, leading
to less colonies expressing/bol thanfàoBA. These results suggest that Fool is produced in
lower amounts than the limbrial proteins, and that a low level of fooT in the ccli is
sufficient to controlfoo expression.
A number of E. cou fimbrial operons are kriown to respond to environrnental stimuli
(Krabbe et al., 2000), and it is well accepted that the variety of response observed probably
reflects the ecological niches which are colonized by bacteria producing these fimhriae.
CS3IA and F1651 are produced by septicemic and diarrheic E. cati (Fairbrother et aï.,
1986; Girardeau et al., 1988). Both CS3lAand F1651 producing bacteria persist in the
intestine, when CS31A producing strains are found in kidneys and urine and F1651
producing strain are found in the lungs and liver in the systernic phase of the disease (Der
Vartanian et al., 1992; Ngeleka et al., 1993). CS31A and F165.l were shown to be
produced in the gut but in vivo expression of cÏp and foo in other host compartrnents lias
neyer been investigated. Here we analyzed the effect of different environmental eues on the
cÏp and foo expression. We used a range of pH and osmolarity values that overlap the
normal range of values encountered in intestine content, blood and urine (Diem et Lentner,
1972; Evans et al., 1988; Ferraris et al.. 1990). We observed a slight increase in cÏp andfoo
expression at moderately acidic pH (5.8) and high osmolarity, with no effect on phase
variation. Nevertheless. expression of both operons remained high in the range of pH (5.8
to 7.9) and osmolarity (215 to 600 mosM) tested except for foo at pH 7.9 where a weak
decrease was observed. Expression of both operons xvas repressed in ricli LB medium and
in the presence of glucose and of some amino acids. LB medium, glucose and alanine
operate at two levels by reducing or preventing the OFF to ON switch and by repressing the
basal transcription, while sorne other amino acids, including leucine, repressed the basal
transcription without altering the phase variation. Growth of cells in glucose also inhibits
pap expression by reducing the OFF to ON switch frequency (Blyn et aï., 1929). The
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precise molecular mechanism is flot known, but it was shown that CAP binding in the
regulatory region is required for activation of the papBA promoter (Weyand et al., 2001).
Glucose could influence pap expression due to a lowered cAMP level, which reduces the
PapB and thus the PapI level, since PapB activates papI transcription (Gôransson et aï.,
1989a). Addition of cAMP to M9-glucose relieves the glucose catabolic repression of the
foo operon. The regulatory region of foo contains a CAP binding site identical to the CAP
site described for pap and localized at the sarne position relative to the promoter (Daigle et
aÏ., 2000). Thus CAP highly probably activatesfoo expression. In contrast, no CAP binding
site lias been found in the cÏp regulatory region, and the mechanism of the catabolite
repression is not known for this operon.
Among fimbriae belonging to the P-regulatory family, only CS3IA and F1651 have
been shown to respond to leucine and alanine levels (Crost et aÏ., 2003; Daigle et aï., 2000;
Harel et al., 2000; Martin, 1996). Synthesis of K99 and type 1 fimbriae is also sensitive t
leucine and alanine (De Graaf et cii.. 1980; Gally et aL. 1993). However. expression of
these fimbriac is controlled by a mechanism involving Lrp, but is distinct from that of
members of the P-regulatory famiïy. L-alanine and L-leucine repressed both Jào and ctp
transcription, but alanine inhibited phase variation, locking cells in phase OFF, whereas
leucine had no effect on phase variation. Two rnechanisms by which leucine and alanine
repress ctp transcription have been described (Crost et aÏ., 2003). The first one is a ClpB
dependent repression ofthe basal transcription that does flot require Lrp. The second one is
mediated by Lrp. Lrp binds to two GATC sites in the clp regulatory region (GATCd15t and
GATCpr0x) with a lower affinity for GATCdt than for GATC Lrp binding to GATCprox
lead to repression of cÏp expression. The PapI homologue is required for Lrp to bind
GATCdIt. leading to appearance of phase-ON celis. Leucine and alanine alter the affinity of
Lrp for its target sites. Leucine lowers and alanine prevefits Lrp binding to GATCd5t, acting
as antagonists of the Papi homologue. In addition, alanine increases Lrp binding to
GATCprox, so that cells are locked in a highly repressed OFF phase. The mechanisms by
which alanine and leucine repress foo expression are flot known. Characterization of these
mechanisms wiIl be of great interest since leucine and alanine that exert similar repression
on both operons are Lrp antagonists in the case of cÏp, and Lrp agonists in the case offoo.
The Lrp-independent mechanism does not seem to mediate alanine and leucine repression
offoo because no repression was observed in strains containing an Lrp mutant protein that
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could no longer respond to leucine (Berthiaume et aï. submitted). Influence of leucine and
alanine on Lrp binding to thefoo regulatory region is currently under investigation.
Temperature below 30°C is known to repress expression of a number of virulence
factors, including firnbriae (Harel et Martin, 1999). At 20°C, cÏp andfoo expression was
highly repressed. Celis expressing the clp-tacZYA fusion were locked in the OFF-phase,
whereas in the bacterial population expressing the foo-ÏacZYA fusion the number of phase-
ON ceils decreased dramatically compared to 37°C. Low temperatures also abolish pctp
phase variation, locking celis in the OFF-phase. This thermoregulation is dependent on H
NS and independent of PapI and PapB (White-Ziegler et aï., 1998). Involvement ofH-NS
on f1651 and CS31A thermoregulation was flot investigated in this study.
In conclusion, the regutation pattern of thefoo and clp operons would be consistent
with F1651 and CS31A production in low nutrient environments, even at moderately acidic
pH or high osmolarity, such as the distal part ofthe intestine or the urine, organs as kidneys
or spleen, but flot in the blood due to the presence of glucose and amino acids. This is
consistent with the role attributed to these adhesins. Production of CS3IA and F165.1 in the
intestine and the organs infected during the septicemic phase would help to colonize the
tissues and to resist to the phagocytic activities of macrophages and PMNs attracted to the
site of the infection. Since presence in growth medium of alanine and leucine induces
repression of cÏp and foo expression, those amino acids appear to be interesting agents
which could be used in order to prevent infections by those septicemic E. coïi strains.
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E. cou strains,
Plasmids, or Description Refetence
Bacteriophage
E. cou
MC4100 FaraDl39 L\(IacIPOZYA-argF)U169 rpsL thi-1 Casadaban (1976)
DL844 MC4100 mbf-20 Braaten etal. (1994)
FmcrA A(mrr-hsd RMS-mcr BC) 80lac ZAM 15 Alac X74
deoR recAl ara D139 A(ara-leu)7697 galU galK
ToplO rpsL(StrR) endAl nupG Grant et al. (1990)
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdRl7 supE44 relA7 lac (F
XL1 blue proAB M15 Tn 7O(Tet)) Stratagene
MC41 00.20l MC41 00-?01 (fooB-IacZYA) this study
MC4100.202 MC4100-202 (f00! negative fooB-IacZYA) this study
MC4100.X03 MC4100-X03 (fool-IacZYA) this study
DL844.2L01 DL844-201 (lrp negative fooB-IacZYA) this study
DL844.202 DL844-?02 (lrp negative fool negative fooB-IacZYA) this study
DL844.703 DL844-?L03 (lrp negative fool-IacZYA) this study
MC4100.26 MC4100-X6 (clpB-IacZYA) Martin 1996
MC41 00.X6(ptrtl) MC41 00-X6-ptrfl (afaF positive clpB-IacZYA) Martin 1996
Plasmids
pRS551 amp-kan-/acZYA pMB1 replicon Simons et al. (1987)
pGEM-T Promega
ptrf 1 ptrc99A-afaF Martin 1996
Bacteriophage
?.RS45 amp’-IacZYA imm21 Simons et al. (1987)
201 2LRS45-pMTO1 recombinant phage this study
X02 ?LRS45-pMTO2 recombinant phage this study
2L03 XRS45-pMTO3 recombinant phage this study
26 XRS45—pPG6 Martin 1996
Table 1: Strain, plasmids and bacteriophages description.
$0
XO1 f2\. °°‘H—
____ _________
X02 j’ X ft
__ ____
X03
/ IaczH foolft
00
___
oc
IacZYA j X
Fig. 1: Physical maps ofsing1e-copy/oB-lctcZYAjàoI-lacZYA and clpB-lacZL4 fusions.
Open boxes indicate the positions of genes and X sequences. GATC sites distal (dist) and
proximal (prox) are shown.
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Table 2 t Phase variation phenotype, switch frequencies and 3-ga1actosidase activity of
fooB and fool promoters.
a
expressed in Miller units. b Lambda lysogen strains carrying recombinant DNA sequence
ofpRS55 1.
MC41 00.?01 Lrp+
FooI+
ON
DL844.2O1
2.1 x 1
OFF
fooB-IacZ
Lrp
FooI+
3.58 x
M9-glycerol
1525 ± 714
1230 ± 300
MC41 00.202
uniform
94
88
foofl-IacZ
Lrp+
Fool
M9-glycerol
18 ± 1
DL844.?02
u niform
fooB-IacZ
Lrp
Fool
M9-glycerol I
213 ± 17
un iform
MC41 002.03
fool-IacZ
Lrp+
FooI+
M9-glycerol
ON
OFF
18 ± 1
DL844.?03
6 x i0
fool-IdcZ
Lrp
FooI+
1.7x 10.2
M9-glycerol I
146 ± 16
77 ± 12
un iform
85
42
loo.Rss5lb negative control
negative control
u n ifo rm
21 ± 1
8±1
9±1
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Fig. 2 t Effect of environmental factors on the fbo and clp promoters activity in
MC41O0.202 and MC410O.26.
Prornoter activity of bacteria grown in M9-glycerol medium, 37°C, 215 mosm/L, pH 7.0
was considered as 100 %. MU Miller units.
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Fig. 3 t Effect of individual amino acids on fooB-ÏcicZYA and cÏpB-lcicZYA activity in
strains MC4Ï00.2O2 (Lrp+, FooT-), MC4Ï0O.26 (Lrp+, AfaF-) and DL844.26
(Lrp-, AfaF-).
f3—galactosidase activity in the controls (M9-glycerol medium. 3 7°C) without amino acid
was considered as 100 %. Each amino-acid vas added to M9 medium to 5 mM. MU Miller
units.
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Starting Switch frequency n-gal actvity °“ of
Growth Medium strain type colony a Lac+
phenotype ON to OFF OFF to ON colony
ON 3.16x102 87±21 21
M9-glycerol MC4100.X6(ptrfl) OFF 1.47 x 10 18 ± 5 4
MC4100.X01 ON 2.1 x 10 1525 ± 714 94
OFF 3.58 x 102 1231 ± 300 88
ON 3.24 x102 47±28 19
M9-glycerol + MC4100.X6(ptrtl) OFF 1.81 x 10 8 ± 3 4
leucine MC4100.X01 ON 1.05 x i0 723 ± 278 97
OFF 3.91 x 102 505 ± 102 96
M9-glycerol + MC4100.X6(ptrfl) uniform - - 10 ± 3 -
alanine MC4100.X01 uniform - - 111 ±64 -
ON 3.7x102 11±4 7
MC4100.X6(ptrfl) OFF 7.2 x 10 ND 2
M9-glucose 3MC4100.X01 ON 4x10 1060±610 89
OFF 2.49x102 425±69 67
ON ND 17±7 ND
M9- Iucose-cAMP MC4100.X6(ptrfl) OFF ND ND NDg
MC4100.X01 ON ND 1141 ±211 95
OFF ND 861±159 88
MC4100.X6(ptrfl) uniform - - 35 ± 9 -
M9-20°C MC41 00X01 ON 2.5 x 102 191 ± 34 37
OFF 1.8x102 234± 54 52
LB MC4100.X6(ptrfl) uniform - - 50 ± 16 -
MC4100.X01 uniform - - 63 ± 21 -
Table 3 Effect of different environrnental cues on the clp andjào prornoters activity.
Phase variation phenotype, switch frequencies and -galactosidase activity of ail strains
studied in each culture medium tested. a expressed in MilÏer units. Resuits of phase
variation phenotype. switch frequencies and Ç3-galactosidase activity of strain MC4lO0.76
grown in M9, M9 + leucine and M9 + alanine were already published in Crost et cii. 2003.
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2.1. Abstract.
CS31A produced by septicernic and diarrheic Escherichia cou belongs to the Pap
regulatory farnily of adhesive factors, which are under methylation-dependent
transcriptional regulation. Common features of operons encoding members of this family
include two conserved GATC sites in the upstream regulatory region, and transcriptional
regulators homologue to the PapB and PapI proteins. Methylation protection of GATC sites
was previously shown to be dependent on the leucine-responsive regulatory protein (Lrp).
Lrp and C1pB, the PapB equivalent. repressed clp basal transcription. A PapI homologue
(Afaf) vas required together with Lrp to establish the phase variation control, which gave
risc to phase-ON celis that expressed CS3 lA and phase-Off ceils that did flot express
CS31A. In phase-OFF cells, the GATCdist site was methylated and the GATCprox site was
protected from methylation, whereas in phase-ON celis, the inverse situation was found.
Unlike Pap firnbriae, CS3 lA synthesis was drarnatically reduced in media containing L
alanine or L-leucine. L-Alanine prevented the OFF-to-ON switch, locking ctp expression in
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the OFF phase, whereas L-leucine repressed transcription without obvious effect on the
switch frequency of phase variation. In phase-variable ceils, leucine and alanine promoted
methylation of GATCdist and methylation protection of GATCprox, increasing the
methylation pattern characteristic of repressed ceils. furthermore, alanine prevented the
Afaf-dependent methylation protection of GATCdist and thus the appearance of phase-ON
celis. In addition, analysis of clp expression in a Lrp-negative background indicated that
alanine and leucine also repressed cÏp transcription by a methylation-independent
mechanism.
2.2. Introduction.
Lrp (leucine-responsive regulatory protein) is a global transcriptional regulator of
metabolisrn in Escherichia cou. It affects the expression of a number of operons involved
in amino acid biosynthesis and degradation, nutrient transport, and formation of fimbriae.
Many of these operons are also subject to control by leucine and alanine. Ail the possible
regulatory patterns in response to Lrp and leucine have been demonstrated. Lrp positively
regulates some operons and negatively regulates others. In each category, leucine
antagonizes the action of Lrp on certain operons and potentiates it on other operons. Some
other positively or negatively regulated operons are insensitive to leucine. In a number of
cases, alanine bas been shown to have a similar effect to leucine (for reviews, sec
references Calvo and Matthews, 1994; Newman and Lin, 1995). It lias been shown that
ieucine antagonizes the activating action of Lrp on iÏvIH and gttBDF promoters and the
repressive action ofLrp on the ÏysUpromoter by reducing the affinity of Lrp for its binding
sites (13, 25, 37). To explain why some operons are insensitive to leucine even when the
ccli contains enough leucine to bind to Lrp, Ernsting et aï. suggested that the effect of
leucine on positively regulated genes depends on the effective in vivo concentration of Lrp
(13). At high Lrp concentrations, Lrp binds to the promoters regardless of the presence or
absence of leucine, whereas at low Lrp concentrations, the activities of these promoters is
leucine sensitive. If Lrp binds to different promoters with different affinities, the target
genes with the lowest affinity for Lrp are the most sensitive to leucine. However, such a
model does not explain how leucine can potentiate the action ofLrp.
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Regulation of expression of fimbriae belonging to the P-reguiatory farniiy involves
Lrp, which directly interacts with another reguiatory protein encoded by the fimbrial
operons, a PapI homologue. Expression of ail the operons so far studied belonging to this
family is insensitive to leucine, except for the cÏp andjào operons encoding CS31A and
F1651 fimbriae, respectively (18, 28). Fimbrial operons belonging to the P-regulatory
family share important regulatory features. They are subject to phase variation control
(exceptfae, encoding K88), defined as the ability of ceils to switch in a reversible manner
between fimbriated, phase-ON celis and afimbriated, phase-OFF ceils. Lrp and a PapI
homologue are required for the switch to occur (20, 26). The Lrp target regulatory region
contains two GATC sites that are spaced 102 or 103 bp apart. The differential methylation
status of these sequences determines the binding of Lrp, because Lrp binds only
nonmethylated or hemimethylated GATC sites (34). PapI or its homologues have the
capacity to dispiace Lrp from one binding site to another (24, 33). The activity of the
promoter depends on the binding of Lrp, since Lrp activates expression when bound to
certain sites and represses expression when bound to others (33. 39, 40). Ail operons also
encode a PapB homologue that appears to piay a dual role in the control ofpap expression.
Low levels of PapB activate papI transcription, whereas high levels suppress papBA
expression (3, 17, 42). Distinct regulatory features can also be observed between members
of the P-regulatoiy family. Nuli mutations in the Ïrp gene reduce the transcription of some
operons, such aspap,pef sfit, and daa (4, 32, 38), and increase the transcription ofothers,
such as clp orJie (22, 23). PapI homologues activate the transcription ofpap, s/i, daa, and
foo (33, 38) and repress the transcription ofpef fac, and cÏp (22, 23, 32).
CS3ÏA, encoded by the clp operon is produced by septicemic and enterotoxigenic
bovine (9, 16) and human (23) E. cou strains. In E. cou reference strain 3 lA, CS3 lA is
encoded by a high-molecular-weight plasmid called p3lA. CS31A mediates adhesion to
Caco-2 and Int-407 celis (12, 23), is required for full bacterial virulence in the rat model,
and protects bacteria from phagocytosis by bovine polymorphonuclear neutrophils (J. P.
Girardeau, personal communication). In the absence of phase variation, i.e., in the absence
of a PapI homologue in the ceils, Lrp and the specific regulator ClpB negatively control the
basal clp expression. Under these conditions, GATCdist is methylated whereas GATCprox
is protected from methylation. Lrp, but flot CIpB, is required for methylation protection of
GATCprox. Methylation is required for repression (28). Leucine and alanine dramatically
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reduce CS3IA production (16, 29). We have previously shown that alanine represses basal
ctp transcription twofold in the absence ofa PapI homologue and inhibits phase variation in
its presence (2$).
In this study, CS3IA phase variation was examined using AfaF, a PapI equivalent.
The influence of Afaf and Lrp on the methylation patterns and their role in phase variation
were investigated. The influence of leucine and alanine on cÏp expression and on the
methylation pattern was examined. As ernphasized by Blomfleld, changes in phase
variation as opposed to steady-state control could have different outcomes on fimbriae
production (la). Thus, we tried to distinguish the effect of leucine and alanine on each
process by studying the steady-state expression (i.e., the basal transcription) and the phase
variation in the absence and presence of Afaf.
2.3. Materials and methods.
2.3.1. Bacterial strains and media.
E. cou strains MC4IOO.6, MC4100.15, DL844.6, and DL844.15/l contain a single
chromosornal copy of a clp-/acZYA fusion (see f ig. 1). The 6 lysogens contain an entire
functional cÏpB gene, whereas cÏpB is truncated in the 1 5 lysogens (28). DL844. 15/1 was
constructed as previously described to replace DL844.15 (28). The PCR assay described by
Poweil et al. (36) was used to verify that the four strains contained single lysogens. By this
method, the DL844. 15 strain used in a previous study (28) was shown to harbor more than
one copy of the prophage, which was not detected by the terminase test (2) that was used
previously. DL844 is an Lrp-negative isogenic MC4IOO strain (5). ptrfl and pCLB99 are
multicopy recombinant plasmids derived from ptrc99A (Pharmacia Biotech) and express
afctF and cÏpB, respectively, under the control of the trc promoter (28). Luria-Bertani broth,
Luria-Bertani agar, M9 minimal broth, and M9 minimal agar were prepared by the method
of Miller (30). Glycerol as carbon source was added at 0.2% (w[!vol). Supplements. when
appropriate, were used at the following concentrations: 5-bromo-4-chloro-3-indolvl-i3-D-
galactopyranoside (X-Gal), 40 p.g ml-l; isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG), I
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mM; L-leucine or L-alanine, 5 mM; ampicillin, 50 ig ml-1; and kanarnycin, 50 ig ml-1.
Isoleucine (0.4 mM) and valine (0.6 mM) were added to media containing 5 mM leucine.
Cul ttires of strains harboring ptrfl were done without IPTG to avoid too high an expression
ofafaF.
2.3.2. Assay of 8-galactosidase activity.
A single bacterial colony picked on M9-glycerol agar plates containing X-Gal was
used to inoculate an overnight culture in M9-glycerol medium. This cuLture was diluted 50-
fold, grown to logarithmic phase (optical density at 600 nm, 0.5 to 0.8) in M9-glycerol
medium supplemented with amino acids as indicated. Cultures were assayed for B
galactosidase activity as described previously (30). For strains showing phase variation, ON
(blue) or OFF (white) colonies were picked from M9-glvceroÏ-X-Gal plates as starting
material for assays of activity of ON and OFF cultures, respectively. Each experirnent was
done in duplicate at least five times.
2.3.3. Calculation of the swïtch frequency.
Lysogen strains were inoculated onto M9- glycerol-X-Gal plates supplemented with
L-leucine or L-alanine or lefi unsupplernented. Colonies showing a uniforrn phenotype
were resuspended in M9 saits. Appropriate dilutions were spread onto the sarne medium as
the parent colony. After growth, the colonies were scored for a light blue or dark blue
phenotype. The switch frequencies were calculated using the formula (M/N)/g, where M is
the number of ceils that underwent phase transition, N is the total number of ceils
evaluated, and g is the total number of generations, estimated to be 25, that gave rise to the
colony.
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2.3.4. DNA sequencing.
For sequencing of DNA regions adjacent to the c!p operon, the genome walker kit
from Clontech Laboratories was used. p3lA DNA was digested by restriction
endonucleases that generate blunt ends and ligated to the adaptors provided in the kit as
specified by the manufacturer. PCR amplification using the adaptor primer and a clp
specific primer allowed sequencing of unknown DNA fragments adjacent to cÏp without
previous cloning. Templates for DNA sequencing were prepared using a PE Applied
Biosystem dye terminator cycle-sequencing kit. Products were analyzed on an ABI Prism
3 10 DNA sequencer. Oligonucleotides were from Eurogentec or MWG Biotech.
2.3.5. DNA hybridizations.
For chromosomal MC4ÏOO.6 DNA purification, a single blue or a single white
colony was picked from M9-glycerol-X-Gal agar, resuspended in M9 salts, and used to
inoculate three fiasks containing the appropriate medium. Isoleucine (0.4 mM) and valine
(0.6 mM) were added to the medium containing 5 mM leucine. Chromosomal DNA was
isolated from overnight cultures using the DNeasy tissue kit (Qiagen). Aliquots of the
cultures used for DNA purification were plated on the corresponding medium to caiccilate
the percentage of ON cells. Digestions with restriction endonucleases MboI and DpnI were
performed as specified by the manufacturer. DNA restriction fragments were separated by
electrophoresis on 1.5% agarose in TBE buffer and transferred to a nylon membrane
(Hybond N+; Amersham Biotech) in 20x SSC (0.3 M sodium citrate, 0.33 M NaC1 [pH
7.0]) using a vacuum blotter (Appligene). Transfer was canied out at 4.5 kPa for 60 min.
DNA fragments were cross-linked to the filter with UV light by using a Spectrolinker
(Spectronics Corp.). The filter vas probed with digoxigenin-Iabeled DNA (240 bp)
generated by PCR using the PCR DIG probe synthesis kit (Roche) and primers RU (5’-
CCTGTTTGÂTTTCGTGC-3’) and RD (5 ‘-CTGCAGCGAAGATTATC-3’). Hybridization
vas detected by chernilurninescence using CDP-Star NEN) as a substrate for aikaline
phosphatase. Quantification was perforrned by densitometry analysis using the Diversity
DataBase software from Bio-Rad.
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2.4. Results.
2.4.1. CS31A phase variation.
To analyze CS3 lA phase variation, we attempted to clone the cÏp papI homologue.
By analogy to other fimbrial operons belonging to the P regulatory family, we supposed
that the papI homologue would be present upstream or downstream next to the cÏp operon.
However, nucleotide sequencing revealed that diverse insertion sequences and transposons
flank the cÏp operon up to 7.8 kb upstream and 4.6 kb downstream. An open reading frarne
presenting 44% identity to the functional clpB gene is present 3 kb downstream of the cÏp
operon but is isolated and also flanked by insertion sequences or unknown sequences (Fig.
1). furthermore, our numerous efforts to clone the papi homologue from plasmid p3 lA
were unsuccessful. PCR assays using afciF- or papl-derived primers failed to amplify a
DNA fragment from p31 A. A p3 1 A DNA library was constructed and hybridized at high
stringency with a 400-bp afaf probe (28). Hybridization was found only with a 65-bp
sequence derived from an insertion sequence. No more hybridization was found after
deletion of this sequence in the probe, even at low stringency. Transformation of p3 lA in
MC4IOO.6 or MC4IOO.15 failed to restore phase variation. Either this gene indeed exists on
p3 lA and we were not able to clone it, or CS3 lA phase variation is controlled by a PapI
homologue encoded to a related chromosomally located operon. We therefore decided to
analyze CS3 lA phase variation by using in trans Afaf, the PapI homologue belonging to
the afa-3 gene ciLister. Afa-3 is a nonfimbrial adhesin (15) with a structural organization
more closely related to CS3 lA than to P-fimbriae. Afaf vas chosen because the CtpB and
AfaA regulators (PapB homologues) have 60.6% arnino acid sequence identity (28).
Furthermore, we have shown previously that plasmid ptrfl, harboring afaf under the
control of the trc promoter. promotes phase variation when introduced into E. cou strains
harboring cÏp-tacZYA transcriptional fusions (28). To study transcriptional cÏp regulation,
we used different strains that harbor a single chrornosomal cÏp-ÏacZYA transcriptional
fusion, with (6 lysogens) or without (15 lysogens) an intact cÏpB gene (f ig. 1). The fusions
were created either in MC4IOO E. cou or in DL844 E. cou to provide Lrp+ or Lrp
backgrounds, respectively. As already demonstrated, uniform blue colonies arose by plating
6 on 5 lysogens on M9-glycerol plates containing X-Gal in the absence of AfaF (28). Table
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1 shows that CIpB and Lrp regulated the clp basal transcription even in the absence of the
phase variation control (i.e., in the absence of Afaf): comparison of DL844.6 (493 MU)
with MC4100.6 (112 Miiler units [MU]) showed that Lrp played a repressive role.
Similarly, comparison of MC4IOO.15 (775 MU) with MC4YOO.6 (112 MU) showed that
CIpB also played a repressive role, which was previously demonstrated in MC4100.15
complemented in trans by pCLB99. a multicopy plasrnid expressing cÏpB under the control
of the trc promoter (2$). It is not clear why the transcription was flot totally derepressed in
the DL$44.15/1 strain, which lacks Lrp and C1pB (see Discussion). After the plasmid
encoding AfaF vas introduced into the strains, phase variation occurred only in the Lrp+
backgrounds, with emergence of a majority of white colonies among the blue ones,
indicating a global repressive effect. Measurernents of the f3-galactosidase activity of Lac+
(phase-ON) and Lac- (phase-OFF) colonies are reported in Table 1. Transcription was
highiy repressed in phase-OFF cells (18 and 38 MU in ClpB+ and CIpB- strains,
respectively). When Afaf was overexpressed due to the addition of I iriN’I IPTG to the
growÏh medium, the colonies presented a uniform Lac- phenotype on M9-giycerol-X-Gal
agar plates, indicating that transcription of ctp-lacZ was completely inactive (data not
shown). Without Lrp, transcription was locked in the ON phase {DL$44.6(ptrfl), 33$ MU].
Thus, Lrp was required for repression of the promoter and emergence of phase-OFF celis.
However, when we took into account the fraction of phase ON celis in the MC4100.6(ptrfl)
colonies, it appeared that the transcription level of phase-ON celis was higher than in the
absence ofAfaf ($7 MU for 21% of phase ON-cefis versus 112 MU for 100% of phase-ON
cells). Since AfaF had no regulatory effect in an Lrp- background [Table 1, DL844.15/1
versus DL844.15/1(ptrfl)], our data suggest that AfaF modulated the regulatory activity of
Lrp by increasing its repressive effect in a large fraction of ceils (phase OFF) and by
conferring to it an activating activity in the remaining fraction (phase ON). In contrast,
C1pB was flot required for the phase variation to occur. The C1pB-dependent repression was
stiil effective in phase-ON celis [compare MC41006(ptrfl) to MC4100.15(ptrfl)].
However, results obtained with MC4100.15(ptrfl) were difficult to analyze: whiÏe Lac
colonies were really white, Lac± colonies presented ail the gradations of blue, leading to a
fraction of phase-ON ceils in a Lac+ colony that varied greatly from one experiment to
another [which was not the case for MC4IOO.6(ptrfl)], ranging from 6 to 78%. Such a
variability has already been observed in Saïmonelia enterica serovar Typhimurium
popuiations expressing Pef flmbriae (32), but it remains unexplained.
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2.4.2. Influence of leucine and alanine on clp expression.
Because CS31A is one ofthe only two known P-related fimbriae sensitive to leucine
and alanine, we analyzed in further detail the effect of these amino acids on cÏp
transcription. Alanine abolished clp transcription, locking ceils in phase OFF (Table 1). In
contrast, leucine did flot dramatically alter the switch frequency of phase variation. We
measured the i3-galactosidase activity in different strain backgrounds starting either from a
Lac+ or from a Lac- colony grown on M9-glycerol-X-Gal with L-alanine or L-leucine
(Table Ï). Alanine and, to a lesser extent, leucine dramatically decreased ctp transcription
in MC4100.6 and MC4ÏOO.15 strains in the presence and absence ofAfaF. Repression was
also observed in the Lrp- C1pB+ (DL844.6) backgrounds with and without AfaF. However,
in the simultaneous absence of ClpB and Lrp {DL844.15(ptrfl) and DL844.15], neither
leucine nor alanine repressed ctp transcription.
2.4.3. DNA methylation pattern analysis.
In the absence of Afaf (i.e., in the absence of phase variation), the GATCdist site
was methylated and the GATCprox site was protected from methylation in about 50% of
the DNA molecules whereas both GATCdist and GATCprox sites were methylated in the
remaining 50% of DNA molecules. This methylation pattern was similar in C1p3+ and
C1pB- strains. In an Lrp- background, both GATC sites were rnethylated in 100% of the
molecules (2$). By analogy to pap, it was concluded that Lrp was bound to the GATCprox
site in 50% of the molecules and that the affinity of Lrp for GATCprox is stronger than for
GATCdist. To determine whether AfaF, leucine, or alanine modifies the methylation
pattern, we performed Southern analyses on MC4100.6 and MC41006(ptrfl) DNA. Single
colonies cultured on M9-glycerol-X-Gal were used to inoculate M9-glycerol sc[pplemented
with the amino acids or left unsupplemented. For MC41006(ptrfl). inoculation was donc
with either a Lac+ or a Lac- colony. The corresponding percentage of phase-ON ceils was
calculated. MC4100.6 cells presented a uniform phenotype; therefore, a single colony was
picked at random. DNA was digested with DpnI, which cuts only methylated GATC sites,
or MboI, which cuts only nomuethylated GATC sites, and hybridized with a digoxigenin
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DNA probe that encompasses the two GATC sites (Fig. 2). The resuits obtained (Fig. 2) are
schematically represented in Table 2.
In the absence of AfaF and the presence of alanine, fewer than 40% of the DNA
molecules presented methylation protection of GATCprox (Fig. 2; Table 2), suggesting that
alanine slightly lowered the affinity of Lrp for its target GATCprox site. Leucine altered the
methylation pattern in the same way, but its effect was more drastic since only 25% of the
DNA molecules were protected from methylation on GATCprox.
In the presence of AfaF, the DNA molecules from a Lac- colony cultured in M9-
glycerol-X-Gal showed methylated GATCdist sites whereas GATCprox sites were
protected from methylation. Since 94% of the colonies presented a Lac- phenotype, we can
assume that this methylation pattern is characteristic of phase-OFF ceils and that the
method was not sensitive enough to detect molecules corresponding to fewer than 6% of
the celis. DNA molecules from a Lac+ colony presented two methylation patterns: 62% of
the molecules showed the methylation pattern characteristic of phase-OFF ceils, and 37%
of the molecules showed the opposite pattern, with GATCdist protected from methylation
and with methylated GATCprox sites. These patterns correlated well with the 56% Lac-
colonies and 44% Lac+ colonies observed in the culture. Thus, we can assume that the
characteristic pattern of phase-ON cells is GATCdist protected from methylation and
GATCprox methylated. Comparison of the methylation patterns of the Afaf- and AfaF+
cells grown in M9-glycerol suggests that AfaF increased the affinity of Lrp for GATCprox,
producing highly repressed phase-OFF ceils, and that in a small proportion of ceils, AfaF
allowed Lrp binding to GATCdist, producing activated phase-ON cells. Together with
measurement of 13-galactosidase activities, our resuits indicate that maximal repression
requires Lrp binding to GATCprox and maximal activation Lrp binding to GATCdist.
When alanine was added to the growth medium, 100% ofthe colonies appeared Lac-. This
phenotype correlated well with 95% of the DNA molecules presenting the methylation
pattern characteristic of phase-OFF cells and 5% being fully methylated. Leucine had a less
drastic effect on clp transcription since phase variation stili occurred. The Lac- colony
presented the same methylation patterns as the colonies cultured in alanine and was
composed of 95% of Lac- celis. The Lac+ colony presented 12% Lac+ celis, and 13% of
the DNA molecules showed the methylation pattern characteristic of phase-ON cells in
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addition to the two methylation pattems observed in the Lac- colony. Comparison of the
methylation patterns with and without the amino acids shows that leucine decreased and
alanine prevented the AfaF-dependent methylation protection of GATCdist. In
consequence, alanine prevented the emergence of phase-ON ceils. Furthermore, alanine
increased the methylation protection of GATCprox since 95% of the DNA molecules from
Afaf+ celis presented GATCprox protected from methylation in the presence of alanine
instead of 62% in its absence.
2.5. Discussion.
CS3 lA, encoded by the cÏp operon, belongs to the P-regulatory family of fimbriae.
Its expression is subject to a tight control at the transcriptional level, rnediated by the global
regulator Lrp, as well as by two specific regulators, C1pB and a PapI homologue, and is
dramatically repressed by L-leucine and L-alanine. Leucine bound to Lrp modulates the
expression of a number of operons by altering the affinity of Lrp for its target sites. In some
cases, alanine plays the same role as leucine. The mode of action of leucine on operons
subjected to phase variation control, involving an Lrp binding protein of the PapI family,
has flot been investigated until now. The intensively studied pap operon is insensitive to
leucine, and CS31A and F1651 are the only two fimbriae ofthe P-regulatory family known
to be responsive to leucine and alanine. In this study, we investigated the molecular
mechanisms of the phase variation control and the influence of leucine and alanine on cÏp
expression by analyzing their effects (i) on the cÏp promoter, which is repressed by Lrp and
CIpB independently of phase variation, and (ii) on phase variation, which is mediated by
Lrp and the PapI homologue AfaF.
AfaF was used in this study because our numerous efforts to clone the homologous
PapI homologue from the p3 lA virulence plasmid were unsuccessful. These results suggest
that p3 lA does flot harbor a ctp specific homologue to papI. The phase variation control
observed in wild-type strains could resuit from a cross talk between cÏp and a chromosomal
pap-related operon. Recently it has been shown that the reference strain 3 lA encodes P
fimbriae (1). Whether PapI encoded by this pap operon indeed cross-regulates cÏp
transcription has flot be yet investigated. Functional complementation with heterologous
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PapI homologues bas already been demonstrated: Pefi expressed from a multicopy plasmid
activates papBA transcription in E. cou whereas it represses pef transcription in S. enterica
serovar Typhimurium (32). and PapI, which is a positive regulator of pcip transcription,
represses K88 production, as does the homologous faeA regulator (22). SfaC and DaaF,
controlling the production of S and F1845 flmbriae, respectively, are also functional PapI
homologues (38). Therefore, h was rational to assume that Afaf would regulate ctp
expression in the same manner as would the homologous CÏp regulator.
A regulatory model for clp expression may be proposed (Fig. 3). We have shown
previously that both GATC sites are methylated in the absence of Lrp and that methylation
protection ofthese sites requires Lrp but does not require ClpB (28). By analogy to Pap, we
postulate that Lrp protects the GATC sites from methylation and cannot bind rnethylated
GATC sites. Lrp presents a lower affinity for GATCdist than for GATCprox. The ctp basal
transcription level is low due to the repression exerted by CIpB and Lrp. which is bound to
GATCprox (Fig. 3A). Leucine and alanine decrease the affinity of Lrp for GATCprox and
repress clp basal transcription by a noncharacterized Lrp-independent mechanism (Fig. 3B).
Afaf. the PapI homologue, is required for Lrp to bind GATCdist and increases the affinity
of Lrp for GATCprox, so that phase variation can occur. The methylation pattern
characteristic of phase-ON cells is GATCdist protected from methylation and GATCprox
methylated (Fig. 3C), whereas the methylation pattern characteristic cf phase-OFF cells is
the opposite (GATCdist methylated and GATCprox protected) (Fig. 3D). Leucine lowers
and alanine prevents Lrp binding to GATCdist. Leucine and alanine thus appear as
antagonists of AfaF for Lrp binding te GATCdist. By ccntrast, alanine acts in conjunction
with Afaf to increase Lrp binding to GATCprox, se that celis are locked in a highly
repressed OFF phase independently cf C1pB. Whether maximal repression by alanine aIse
involves the Lrp-independent mechanism cannot be determined (Fig. 3E).
According to this model, a high level cf transcription should be expected in the
simultaneous absence cf Lrp. ClpB, and AfaF (DL$44.15/l), but this was net the case (276
MU). It bas been shown that pop transcription is highly repressed by H-NS in the absence
cf Lrp (39). We cculd hypothesize that c/p transcription is mcderately repressed by H-NS
or another unidentified regulatcry prctein in the absence cf Lrp and ClpB. This repressicn
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could be alleviated by Lrp or C1pB individually but amplifled by the simultaneous action of
Lrp and CYpB.
Without Afaf, about 50% of the DNA molecutes were rnethylated on both GATC
sites whereas in the other 50%, GATCprox was protected from methylation. Thus, under
these conditions ail GATCdist sites were methylated. A hypothesis to explain this resuit is
that Lrp by itseif has no affinity for GATCdist and that Dam and Lrp bind equaily to
GATCprox, so that at each replication cycle, Lrp binds to halfofthe GATCprox sites. This
pattern was not observed in the presence of Afaf. AfaF by itself had no direct effect on cÏp
transcription. Rather, it rnodified the affinity of Irp for the GATC sites. In phase-OFF ceils,
AfaF increased Lrp binding to GATCprox, so that this site was protected from methylation
in 100% of the DNA molecules, leading to a highly repressed state. In phase-ON celis,
AfaF allows Lrp binding to GATCdist. Thus, Lrp plays dual roies as both an Afaf
dependent activator (when hound to GATCdist) and a repressor (when bound to
GATCprox) ofcÏp transcription, similar to its role with thepap operon (39). GATCdist and
GATCprox could be considered activator and repressor sites, respectively. However. pop
expression is totaily abrogated in the absence of Papi (41) whereas cÏp transcription is
active in the absence of Afaf. High levels of PapI increase pctp transcription (34, 39),
whereas high ieveis ofAfaF abrogate clp expression. Sirnilarlv. transcription ofpef(Pefpiii
in S. enterica serovar Typhimurium) is repressed by Pefi, the PapI/AfaF counterpart (32).
To explain these differences, Hernday et al. (21) suggested that the binding of Lrp to pef
sites around GATCdist would occur with the highest affinity, with Pefi facilitating the
transition to the OFF state by movement of Lrp to sites around GATCprox. Clearly, this is
flot the case for clp. as demonstrated by our resuits. The differences between cÏp and pop
expression could, instead, be due to different Lrp-binding sites, to divergent nucleotide
sequences surrounding the GATC sites. and to the different action of the other reguiatoiy
proteins on the promoter region. Indeed, C1pB is a repressor of cÏp expression whereas
PapB at physiological levels has no direct influence on the pap3A promoter. Transcription
ofpap but flot of cÏp requires Lrp binding to GATCdist (6, 39) and is highly repressed by
H-NS in the absence of Lrp (39). In contrast. the cÏp promoter is moderately active in the
absence of Lrp, CJpB, and Afaf, suggesting that H-NS or another unidentified regulatory
protein acts as a repressor of cÏp expression less efficiently than does Lrp or ClpB.
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Among fimbriae belonging to the P-regulatory family, only CS31A and f1651
respond to leucine and alanine levels (10, 19, 28). The synthesis of K99 and type 1 fimbriae
is also sensitive to leucine and alanine (11, 14). However, expression of these fimbriae is
controlled by a mechanism involving Lrp but is distinct from that of members of the P
regulatory family, and the mode of action of leucine and alanine is not well understood.
Two mechanisms by which leucine and alanine repress ctp transcription were evidenced in
this study. First, alanine and leucine repressed the basal transcription about twofold in the
absence of Lrp, and this repression required ClpB (Table 1). Second, alanine and leucine
altered the methylation patterns in the presence of Lrp, suggesting that they modified the
affinity of Lrp for its target sites: in the absence of AfaF, alanine and leucine increased
methylation of GATCprox (Table 2). This leads to an increase in the amount of fully
methylated DNA. However, fully methylated DNA is probably flot associated with the
repression of cÏp expression, since cÏp transcription is active in an Lrp-negative background
(Table 1). This indicates that the twofold repression observed in the absence ofAfaf is due
mainly to the Lrp-independent mechanism. In the presence of Afaf, alanine prevented and
leucine decreased the AfaF-dependent methylation protection of GATCdist, acting as
antagonists of AfaF. In addition, alanine acted in conjunction with Afaf to increase
methylation protection of GATCprox. These results suggest that alanine and leucine
decreased Lrp binding to the site with the lowest affinity (GATCdist) and increased or had
no effect, respectively, on Lrp binding to the site with the highest affinity (GATCprox).
It bas been shown that leucine antagonizes the activating action of Lrp on ilvIH and
gÏtBDf promoters and its repressive effect on the ÏysU promoter by reducing the affinity of
Lrp for its binding sites (13, 25, 37). Zhi et al. (43) have identified Lrp-binding sites in the
dadAXpromoter region. Lrp sites that overlap the dad promoters are involved in repression,
whereas sites upstream of the promoters are required for activation. Leucine and alanine,
which activate dad expression, decrease the affinity of Lrp to repressor sites while having
little or no effect on the binding of Lrp to activator sites. The inverse situation is found in
cÏp expression: leucine or alanine, which represse cÏp expression, increase the methylation
protection of the repressor site (GATCprox) and dramatically reduce the methylation
protection of the activator site (GATCdist). Since methylation protection is very probably
due to Lrp binding, in both cases leucine or alanine decreases the binding of Lrp to low
affinity sites. However, in the case of clp, an extra protein (AfaF) is required to increase the
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affinity of Lrp for the repressor site, and leucine and alanine appear as agonists of Afaf.
Direct interaction between leucine and Lrp has been demonstrated (27), and Lrp mutations
which cause Lrp to be insensitive to leucine have been identified (35). It has been shown
that Lrp self-associates in vitro to form a hexadecamer and an octamer and that leticine
induces the dissociation of the Lrp hexadecarner to an octarner (8). The authors proposed a
model for operons for which the effects of Lrp are potentiated by leucine: the Lrp octamer
would bind with moderate afflnity, and leucine would potentiate the effect of Lrp by
increasing the amounts of leucine-bound octamers. However, the Lrp-rnediated regulation
of cÏp expression is even more complex, since Lrp binding requires an extra protein such as
AfaF.
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AATATTTIITTAACTTTAAATTCATATTTTATATGAAAAGTGTGACATTTITTTGATGAAAATCTAAATTAACGCAAAAAACTTTATCTGGAATGCAAflTTGALtTTTTTGTTTTAGACTTTflATCTGTGATTTTGTGTTTTTTTGGTGGCflTTGCTGT1GTTTGTTGTTTTTGTGGTTTTATTTGTTGTTGATGTTTGTTTTTGTAGTTGTAAAMQGTTAAATTAGTGTTTTICGCTATAAAACATCGTGATAATCTTCGCÎGCAGAAAACAGGACGGCAACAGAGIGAATACGTTTTIGTTAICGGGGTATGTCGTCTTTTTGGTCTOGTTATATTTCTGGAATGGATATAA ATG AGC * cIpBMet Set
constructs.
The nucleotide sequence of the cÏp regulatory region is shown at the top, with the GATC
sites in bold. The Gen3ank accession number for this sequence is L481$4. The
organization of DNA surrounding the clp operon is shown below the regulatory region.
Boxes with arrowheads indicate the positions of sequences with high homologies to
sequences present in data banks as found using the BLASTn program (National Center for
Biotechnology Information). The operon fusion constructs are shown in expanded scale at
the bottom. The cÏpB gene is truncated in 15 (black box) and is entire in 6 (hatched box). P
indicates the putative clp promoter.
1S66 clpB
homologue
?. 15
Fig. 1 The clp regulatory region. sequences surrounding the clp operon, and operon fusion
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Strain Genotype GtOWtha Starting
Switch frequency b-galactosidase % phase
Medium colony ON to OFF OFF to ON activity (MU)D ON celis
cIpB+ M9 112±9
MC4100J6 Irp+ M9-alanine U 36 ± 3
afaF- M9-Ieucine U 53 ± 7
M9 Phase-ON 316 x 10.2 87 ± 21 21.1
cIpB+ Phase-OFF 1.47 x i0 18 ± 5 3.68MC4100.?,6 (pttfl) Irp+ M9-a(anine U 10 ± 3
afaF+ M9-Ieucine Phase-ON 3.24 x 10.2 47 ± 22 19.12
Phase-OFF 1.81 x 8 ± 3 453
cIpB+ M9 U 493 ± 59
DL844.?6 Irp- M9-alanine U 197 ± 39
afaF- M9-Ieucine u 250 ± 3
cIpB+ M9 u 338 ± 57
DL884J6 (ptrfl) Irp- M9-alanine U 163 ± 33
afaF+ M9-leucine U 200 ± 66
cIpB- M9 U 775±60
MC4100.215 Irp+ M9-alanine U 170 ± 20
afaF- M9-Ieucine U 238 ± 71
M9 Phase-ON 2.37 x 10.2 336 ± 144 40.35
cIpB- Phase-OFF 1.15 x 1 O 38 ± 11 2.96
MC4100.15 (ptrfl) Irp+ M9-a)anine U 11 ±4
afaF+ M9-leucine Phase-ON 2.64 x 10.2 152 ± 30 33.6
Phase-OFF 1.16 x i0 31±4 2.91
cIpB- M9 u 276±36
DL844.i5 11 Irp- M9-alanine u 202 ± 28
afaF- M9-Ieucine u 295 ± 47
cIpB- M9 U 278±81
DL844.?i5/1 (ptrfl) Irp- M9-alanine U 221 ±44
________________
afaF+ M9-Ieucine U 290 ± 26
Table 1 : Transcription levels of clp-ÏacZYA in different media and different genetic
backgrounds.
Glycerol is the carbon source. Media containing leucine are supplemented with isoleucine
(0.4 mM) and valine (0.6 mM). b U, uniform phenotype of the colonies.
C Resuits are the mean ± standard deviations of at least five independent experiments made
in duplicate.
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A) B)
Ammo acid Ala Leu
-
Amino add
- Ala Leu Starting colony Lac Lac Lac- Lac” Lac- Lac
Enzyme DMDMDM Enzyme DMDMDMDMDMDM1033—
1033 —
653— 4-696
517— 1—570
453 1—470 653_ 4—696
w — w 570
—
— — w
w 1—470
298— 4—223 394—
1—103/123 298—
234— 4—223
1 234567
123
103
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
X
13 2
C)
_____
t I cIflB iJ IacZYA
r 696bp
123bp
223bp
— 570bp
_____
470bp
lO3bp
Fig. 2 t Analysis ofthe in vivo GATC methylation states ofthe cÏp regulatory region.
A Southern blot ofchrornosornal DNA obtained from MC4100.6 (A) and MC4100.6(ptrfl)
(B) grown in M9-glycerol (lanes 2. 3, and 17 to 20), in M9-glycerol plus alanine (lanes 4, 5,
and 13 to 16), or in M9-glycerol plus leucine, isoleucine, valine (lanes 6, 7, and 9 to 12) is
shown. For MC4100.6, a colony grown on M9-glycerol was chosen at random arnong
uniforrn colonies as the starting material. For MC4100.6(ptrfl), a Lac+ and a Lac- colony
were used as the starting material. The DNA was digested with BamHI plus EcoRI and
either DpnI (D) or MboI (M). DNA hybridization was carried out with the digoxigenin
labeled probe indicated in panel C by a horizontal dotted une. The digoxigenin-labeled
DNA molecular weight rnarker VI (Roche) was loaded in lanes 1 and 8. Its fiagment sizes
are indicated on the left. Size of DNA fragments that hybridized with the probe are shown
on the right. (C) Schematic representation of DNA fiagments that may hybridize with the
probe.
Ssasing cnlony and Nie yialion % of DNA 53 of Lac 53 of Lacgrowtb medium passern1’ molccuios oeils colis
GAL0 GTC 48.5 NA’ NA
AfaFM9 G j. 51GATC, GATCan.
F 36.5 NA NA
MaF, M9alanine GATC GATC.
* *I 63.5
GATCa, GATC
r°
AfaP, M94eucine GATC GATC 24.5 NA NA
53 53I 75.5
GATCa0 GATC
—
AfaF M9 GATC G?TC, 100 6 94
GATC GATC. 62 56
MaF Lac0, M9
GATC GATC 37
is I 100GATC GATC
MaF Lac orAfaF Uc M9-alanine ç
GATCa0 GATC
jG
89 5 95
GATC, GATC,
P.JaF .ac 49.Ieucjne
GATC GATÇ.
GATÇ GATC 65
AfaF Lac, M9.glycerol ieudne 21 12 88GATC GATCan.
53I I 13GATC GATC,
108
Table 2 Methylation patterns ofthe clp regulatory region
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Implication de l’auteur dans cet article.
En tant que premier auteur de cet article, j’ai réalisé la mise au point de la technique de
retard sur gel pour les six sondes ADN. La totalité des expériences de retard sur gel sur les
trois sondes F-0 et Fdt, en présence ou absence de L-alanine ou de L-leucine ou
de D-alanine ont été effectuées par le premier auteur. ainsi que les tests en présence de D
alanine avec les trois sondes ADN Cd5tpro, C170 et Cd51. La production, la purification et la
quantification de la protéine 6Hist-Lrp ont été faites par le premier auteur. L’étude de la
méthylation des sites GATC de la région promotrice de l’opéronfào a aussi été réalisée par
le premier auteur. Le premier auteur a aussi analysé la totalité des résultats et rédigé
l’intégralité de cet article.
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3. ARTICLE III: INFLUENCE 0F L-ALANINE AND L-LEUCINE ON
METHYLATION 0F GATC SITES AND LRP BINDING TO REGULATORy
REGIONS 0F THE F00 AND CLP OPERONS.
Running titie: Alanine and leucine effect by Lrp on phase variation.
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3.1. Abstract.
f1651 and CS3IA synthesized by septicernic E. cou strains belong to the Pap-regulatory
family of adhesive factors, which are under the methylation-dependent transcriptional
regulation. In contrast to the pop operon, thefoo (encoding F1651) and the cÏp (encoding
CS31A) expression is strongly repressed by L-alanine and L-leucine. It was previously
shown that methylation protection of GATC sites was dependent on Lrp (leucine
responsive regulatory protein) and that the binding of Lrp to leucine or alanine could
modify the Lrp regulatory action. Gel shift studies on the hinding afflnity of Lrp were donc
on the two GATC DNA regions located in the foo and ctp regulatory regions. In the
absence of alanine or leucine, no difference in Lrp affinity between the two GATC sites of
thejào regulatory region was observed. In contrast, for ctp, Lrp affinity was higher for the
GATC0 than for GATCdt region. Alanine and leucine decreased the afflnity of Lrp to
both GATC regions of the foo and clp regulatory regions. For Jo, the correlation of
methylation protection patterns with ceils in ON or OFF phase was less defined than for
cÏp. Leucine and alanine promoted the GATC methylation pattern characteristic of
repressed celis in the clp regulatory region (Crost et al. 2003) by modifying the Lrp-DNA
affinity, whereas the effect of leucine and alanine on the foo GATC methylation pattern
was less drastic. In the presence of alanine, protection from methylation of bothfoo GATC
sites was increased. whereas in the presence of leucine, methylation of bothJbo GATC sites
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was increased. Thus differences in alanine and leucine repression are observed in the two
fimbrial systems belonging to the Pap regulatory family.
3.2. Introduction.
Fimbrial adhesins mediate specific attachrnent of bacteria to different host celis and
tissue sites, thus contributing to the pathogenicity of the bacteria. Fimbrial adhesins are
associated with Eseherichici cou strains that cause intestinal or extra intestinal infections.
f1651 and CS3IA are adhesins produced by septicemic E.coÏi from animais, and are
encoded by the foo and the ctp operons respectively (Harel et aï., 1992b; Martin et al.,
1991). F1651 and CS31A are required for full bacterial virulence (Ngeleka et aï., 1993;
Ngeleka et aï., 1994); Girardeau, personai communication). They belong to the P fimbriai
regulatorv family. Expression of adhesins belonging to the P-regulatory family is suhject to
phase variation control (exceptfrte encoding K88), defined as the abiiity ofcells to switch
in a reversible manner between phase ON cells (transcription) and phase OFF ceils (no
transcription). Phase variation requires Lrp (leucine-responsive regulatoty protein), which
directly interacts with a PapI homologue encoded by a gene generally located upstream of
the fimbrial operon. Nucleotide targets of Lrp include two GATC sites that are spaced 102
or 103 bp apart upstream of the promoter. The differential methylation status of these
sequences determines the binding of Lrp, because Lrp binds only non-methylated GATC
sites. PapI or its homologues have the capacity to displace Lrp from a binding site to
another (Braaten et al., 1994; Kaitenbach et aï., 1995). Lrp activatesfoo basal expression
and repress basal clp transcription in the absence of phase variation, i.e. in the absence of a
PapI homologue in the cells. Phase variation of the foo and ctp operons requires both Lrp
and a Papi homologue. Fool is the PapI homologue required for the foo transcriptional
control (Daigle et aÏ.. 2000), whereas the PapI homologue required for regulation of cÏp
expression is not yet identifled (Martin. 1 996). Fool acts as an activator of/ào transcription
(Crost et al. submitted) and AfaF ta Papi homologtie) acts both as a repressor and as an
activator of ctp transcription (Crost et al., 2003; Martin, 1996). It is well known that the
transcriptional action of Lrp can be modified by its interaction with leucine or alanine
(Piatko et Calvo, 1993). AIl the possible regulatoiy patterns in response to Lrp and leucine
1-1$
have been demonstrated. It has been shown that leucine antagonizes the activating action of
Lrp on itvlH and gÏtBDf promoters and its repressive effect on the ÏysU promoter by
reducing the afflnity of Lrp for its binding sites (Ernsting et al., 1993; Lin et aï., 1992b;
Ricca et aÏ., 1989). Leucine can also potentiates Lrp action on other operons, by an
unknown mechanism. Some other positively or negatively regulated operons are insensitive
to leucine. In a number of cases, alanine has been shown to have a similar effect to leucine
(Newman and Lin 1995). Expression of ail the P-related operons so far studied is
insensitive to leucine or alanine, except expression of the clp and foo operons (Rare! et
Martin, 1999). Leucine and alanine drarnatically reduce CS31A and F1651 production
(Fairbrother et aÏ., 1988; Girardeau et al., 1988). We previously showed that alanine and
leucine repress basal foo and cÏp transcription in the absence of a PapI homologue. In the
presence of a PapI homologue, L-alanine prevents the OFF to ON switch, lockingfoo and
ctp expression in the OFF phase, whereas L-leucine represses transcription without major
effects on the switch frequency (Crost et al. submitted, Martin, 1996). Analysis of clp
expression showed that leucine and alanine promote methylation of GATCdt (the GATC
site distal from the promoter) and methylation protection of GATCprox (the GATC site
proxirnal from the promoter), increasing the methylation pattern characteristic of repressed
celis. Furthermore, alanine prevents the AfaF-dependent methylation protection of
GATCdI, and thus the appearance of phase-ON celis. In addition, alanine and leucine also
repress clp transcription by an Lrp-independent rnechanism (Crost et al., 2003). The
methylation status of the GATC sites in the regulatory region of the foo operon was not
studied and it is flot known if alanine and leucine repressed Jào transcription by a
methylation-independent mechanism.
In this study, we investigated the effect of leucine and alanine on clp and foo
expression by analyzing (i) the Lrp DNA affinity for the two GATC regulatory regions of
cÏp and foo, (ii) the effects of both amino acids on the Lrp-DNA binding, (iii) the effect of
L-alanine and L-leucine on the methylation patterns of the two GATC sites of the foo
regulatory region.
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3.3. Materials and Methods.
3.3.1. Bacterial strains and media.
E. cou strains IoplO and XL1 blue were used as recipient in molecular cloning
experiments. E. cou strain MC4 100 (Casadaban, 1976) was used as Lrp+ host background
for recombinant lysogenic ? phages (Table 1). E. cou strains MC4100.26 contains a single
chromosomal copy ofa cÏpB-ÏacZYA fusion (fig. 1). MC4100.?01 and MC4100.2O2 are E.
cou MC4 100 ? lysogens containing a single copy chromosornal operon fusion /àoB
ÏacZYA. MC4l00.201 isfool+ and MC4100.202 isfool- (Crost et aï. submitted).
Luria-Bertani (LB) broth, LB agar, M9 minimal broth and M9 minimal agar were
prepared according to Miller (MilIer, 1972). Glycerol as carbon source was added at 0.2%
(w/v). Supplements, when appropriate, were used at the following concentrations: X-gaI, 40
g m1; IPTG, 1 mM; amino acids, 5 mM; ampicillin, 50 g mF1; kanamycin, 50 g m1’;
streptomycin, 100 ig mF’; tetracycline, 17.5 ig mft. L-isoleucine (0.04 mM) and L-valine
(0.06 mM) were added to media containing L-leucine.
3.3.2. Observation of phase variation.
Fusion strains were inoculated onto X-gal M9 glycerol agar supplemented with or
lacking 5 mM L-alanine or L-leucine (with addition of L-isoleucine and L-valine). Colonies
showing a uniform phenotype (dark blue or white, with no sectors) were resuspended in M9
salts. Appropriate dilutions were spread onto the same medium as the parent colony. After
growth. the colonies were scored for a white or blue phenotype. The switch frequencies
were calculated using the formula (M/N)/g, where M is the number of cells that underwent
phase transition, N the total number of cells evaluated, and g the number of generations,
estimated to be 27, that gave rise to the colony.
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3.3.3. Statistical analysis.
SPLUS 1999 software (MathSoft Inc.) was used to perform the Wiicoxon test. The
average was obtained as the minimum of four independent values. Statistical significance
was declared at P< 0.05. Sigma plot 2000 software (SPSS Science) was used to produce
graphs.
3.3.4. DNA hybridizations.
for chrornosomal MC4l00.201 DNA purification, a single blue or a single white
colony was picked from M9-glycerol-X-Gal agar, resuspended in M9 salts, and used to
inoculate three flasks containing the appropriate medium. Isoleucine (0.4 mM) and valine
(0.6 mM) were added to the medium containing 5 mlvi leucine. Chromosornal DNA was
isolated from overnight cultures using the DNeasy tissue kit (Qiagen). Aliquots of the
cultures used for DNA purification were plated on the corresponding medium to calculate
the percentage of ON ceils. Digestions with restriction endonucleases PstJ and Hinji were
performed on genomic DNA ofMC4100.20l strain, while BctmHI and Hinfi were used to
digest the genornic DNA of MC4100.?02 strain. After precipitation of the restricted
product, n second restriction was performed with libol on one haif of the product and with
Dpnl on the other haif Ail restrictions were performed according to the manufacturer’s
instructions (Roche). The digoxigenin-labeled DNA molecular weight marker VI (Roche)
was used as DNA migration reference. DNA restriction fragments were separated by
electrophoresis on 1.5% agarose gel in TBE buffer and transferred to nylon membrane
(Hybond N±, Amersham Biotech) in 20x SSC (0.3 M Na-citrate, 0.33 M NaCl, pH 7.0)
using a vacuurn blotter (Appligène). Transfer was carried out at 45 mbar for 60 min. DNA
fragments were crosslinked to the filter with ultraviolet light using the Spectroiinker
(Spectronics corporation). The filter was probed with digoxigenin-labeled DNA (240 bp)
generated by PCR using the PCR DIG Probe Synthesis kit (Roche) and primers DamF (5’-
GAATTTGCTTTTTGTTGGCTTT-3’) and DamR (5’- AGACATAGAGCCGGGCAAC
-
3’). Hybridization was detected by chemiluminescence using CDP-Star (NEN) as a
substrate for aikaline phosphatase. Quantification was performed by densitometry analysis
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using the Diversity DataBase software from Bio-Rad.
3.3.5. Production and purification of Lrp.
The six histidine tagged Lrp was overproduced and purified by Ni-NTAaffinity
chromatography from strain CV 1494 (generous gift from J. Calvo) as previously described
(Matthews et al., 2000). From 1 liter bacterial culture, a volume of 20 ml of I rng/ml 6His-
Lrp was eluted. However dialysis of the eluate with TG50ED 0.1 M NaC1 buffer was flot
performed since it leads each time to precipitation of the 6His-Lrp. Instead, 200 tl of
TG0ED 0.1 M NaCI were added to each imI elution sample. following migration on
denaturing polyacrylarnide gel and silver nitrate staining, densitometry analysis using the
Diversity DataBase software was performed to quantify 6His-Lrp. with known
concentrations of lysosyme as standards.
3.3.6. Gel retardation.
DNA-binding reactions for gel retardation were prepared as described (Nou et al..
1993). Six different DNA probes were used in gel retardation experiments. The
digoxigenin-labeled DNA probes were generated by PCR using the Taq polymerase of
Appligène and the PCR DIG Mix (Roche). Primers used are listed in table 2. PCR
amplification program were 94 °C 5 mi thirty cycles (94 °C 30 sec, Tm 30 sec, 72 °C 30
sec). and 72°C 5 min. Two different Tm were used to amplified thefo and the cÏp DNA
fragments 46 °C (for Fd$t. F0 and fdistprox), 48 °C ( for C0 and
respectively. DNA probes were purified with the strataprep Kit (Stratagen) or with
MinElute (Qiagen).
Each binding reaction contained 8 ng of DIG-labeled foo DNA or DIG-labeÏed eÏp
DNA fragment, 3 tg of polydldC-dldC (Àmersham). and the total volume was aUj usted to
10-20 d with binding buffer (60 mM Tris HCI (pH 7.5(, 100 mM NaCI. 40 mM KC1, 1
mM EDTA. I mM DTT, 12.5 % glycerol). A range of six Lrp dimer concentrations (66
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nM, 33 nM, 16.5 nM, li nM, $25 nM, 5.5 nM, 4.125 nM) was tested. When necessary L
alanine or L-leucine were added to the binding reaction before adding Lrp. The reaction
mixture was incubated at 4°C for 15 min and then loaded onto a 4 % acrylamide non
denaturing gel (Ï X TBE, 2.5 % glycerol). The digoxigenin-labeled DNA molecular weight
marker V (Roche) was used as DNA migration reference. Flectrophoresis was carried out at
180 V for 50 min at 4°C. DNA was then transferred onto a nylon membrane (positively
charged nylon membrane, Roche) and detection was performed with ECF western blot
detection reagent according to the manufacturers instructions (Amersham). Detection of
6His-Lrp in shified DNA bands was performed using an anti-poly histidine conjugated to
alkaline phosphatase (Sigma) after Western blot on nitrocellulose membrane (Biorad) with
ECF Western blot detection reagent. Fluorescence was then scanned using the Image Quant
software (Molecular Dynarnics). Quantification of bound Lrp was performed by
comparison of known Lrp concentrations. Quantification was performed by densitometry
analysis using the Diversity DataBase software from Bio-Rad. The Lrp dissociation
constant, Kd, is the Lrp concentration required to bind 50 % of the DNA, the Lrp affinity
constant is 1/Kd. Calculation ofthe degree ofcooperativity was performed as described by
(Carey, 1991) : Degree of cooperativity = Log10 (Lrp concentration for 90 % of DNA
bound)- Log10 (Lrp concentration for 10 ¾ of DNA bound). Values = 1.81 Log unit
indicate no cooperativity during the binding reaction. Values < 1 .8 1 Log indicate a positive
cooperativity. Values >1.81 Log indicate a negative cooperativity.
3.4. Resufts.
3.4.1. Gel retardation.
Lrp affinity for the clp and jào regulatory regions was anaÏyzed by gel retardation
experiments using purified 6His-Lrp. The target fragments were chosen based on the
comparison of the regulatory regions ofthepap, cÏp. andfoo operons (Fig. 2). Asjbo and
pap regulatory regions are highly homologous (98 ¾) and that they share common
transcriptional regulation features, we hypothesize that the six Lrp binding sites
demonstrated in the pap regulatory region were the sarne in thejào regulatory region (Nou
et al. 1995, Daigle et aÏ. 2000). In pap regulatory region, Lrp showed a greatest affinity for
Isites 1, 2, 3 (GATC proximal region) than for sites 4, 5, 6 (GATC distal region) (Nou et aï.
1995).
For all the following gel shift experirnents, we performed Western blot analysis to
confirmed that Lrp was associated with each DNA shifted band (Fig. 3).
Analysis of Lrp binding to the Cdjtpt0 (cïp) and FdIt0 (Jo) DNA fragments
containing the two GATC regions, revealed that Lrp dissociation constant, Kd, is nearly
similar for both fragments: 12 nM and 11.5 nM, respectively. A rapid apparition of
different retarded bands is observed with increasing concentration of Lrp : the lower
molecular weight bands disappeared and the higher molecular weight bands amount
increased. Thus, Lrp appeared to bind to Cdtt0 and Fdjstprox in a multicomplex manner.
Both DNA fragments shifted first into a high affinity complex (lower bands), then into one
or two low-affinity complexes (higher molecular weight bands) (Fig. 3 and Fig. 4). The
cooperativity value of Lrp binding to C dist-prox and F dist-prox is less then 1.81 Log unit (0.9
Log) indicating positive cooperative binding,
Lrp affinity was then analyzed using DNA fragments containing either GATCdI or
GATCpr0x at the sarne concentration range of Lrp tested for Cdstprox and DNA
fragments. Lrp bound Cprox, Cd1t, and Fd1t in a single affinity complex, since only one
shifted band was observed at ah Lrp concentrations tested (data not shown).
At 66 nM of Lrp dimers, 100 % of ail the DNA fragments were shifted at the
exception of Cd that showed only 40 % of shifted DNA (Fig. 4). Analysis of Lrp binding
to the Cprox, Cdst and and DNA fragments showed that Lrp Kd for C5 (> to 70 nM)
is superior to Lrp Kd for C11-0 (39 nM) and for the fragment (12 nM). As forpap,
Lrp binds more efficiently to than to Cu (Fig. 4). Analysis of Lrp binding to the
Fdist, Fprox and Fdist-prox DNA fragments revealed that Lrp Kd (11.5 nM) is identicai for
ahi three fragments. In contrast to pap and cïp DNA, Lrp showed the same affïnity for the
Fprox and FdI1t DNA fragments.
In order to analyze the effect of alanine or leucine on Lrp-DNA interactions, we
performed gel shift experirnents in the presence of increasing concentrations of these amino
acids (0 to 20 mM). A Lrp-DNA ratio of 66 nM / 8 ng leading to 100% of bound DNA
(except for Cdt) was used in ail experiments. Alanine and leucine decreased Lrp binding to
each fragment, as a function ofthe amino acid concentration (Fig. 5).
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At low amino acid concentrations, Lrp binding to Cdjstprox and fragments
showed similar curve, but a stronger decrease of bound C0< amount was observed
following addition of 10 mM of alanine (Fig. 5A) and 2.5 mM of leucine and (Fig. 53).
The binding of Lrp to Cdt was more sensitive to both amino acids than the Lrp binding to
Cdistprox and C fragments. A flfteen percent Lrp binding decrease was observed at 0.5
mM of alanine and at 1 mM of leucine for CdI.
Lrp binding to Fujstprox, and Fdt fragments showed similar curved in presence of
both arnino acids. A clear Lrp binding decrease was observed at 5 mM of alanine and
leucine for eachfoo DNA fragment (Fig. 5C-D).
3.4.2. Methylation pattern of foo DNA.
In order to determine if the methylation pattern of the foo regulatory region could be
correlated with the ON/OfF transcriptional phases, we performed Southern analyses on
chromosomal DNA of lysogenic strains. Strain MC4100.2\.01 contains the ÏacZ reporter
gene under the JàoB promoter control and the divergent JàoI regulatory gene (Table 1, Fig.
1) (Crost et aï. submitted). Single colonies cultured on M9-glycerol-X-Gal were used to
inoculate M9-glycerol supplemented or not with leucine or alanine. Inoculation was done
with either a Lac+ or a Lac- colony. The corresponding percentage of phase-ON celis was
calculated. DNA was digested with DpnI, which only cuts methylated GATC sites, or
MboI, which only cuts non-methylated GATC sites, and hybridized with a digoxigenin
DNA probe that encompasses the two GATC sites (Fig. 6). In vitro addition of Lrp to pap
DNA and methylation pattern analysis ofpap regulatory region showed that when a GATC
site is bound by Lrp it blocks its methylation and when a GATC site is rnethylated it is not
bound by Lrp (Braaten et aï., 1991; Nou et ctl., 1993; van der Woude et aï., 199$). Since
regulatory region ofpap andfoo are highly homologous and that in an Lrp- background,
both pap and foo expression are abrogated, we hypothesized that Lrp also protects foo
GATC sites from methylation and the reverse is true (Crost et al submitted, (van der Woude
et cii., 1995). In M9 medium. the four different methylation patterns were observed,
whatever the starting colony phenotype (Lac+ / Lac-). In spite of a very high percentage of
Lac+ bacteria in Lac+ and Lac- colonies (99 ¾ and $5 % respectively), none of these
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methylation patterns appeared largely predorninant (Table 3). Therefore it vas flot possible
to correlate the phase ON with a particular methylation status of the regulatory region.
However, in Lac- colonies, the percentage of DNA molecules with only GATC0
methylated decreased while the percentage of DNA molecules with only GATCdt
methylated and fully non-methylated increased. In order to investigate the action ofFool on
GATC methylation patterns, we compared the Southern analyses performed on
chromosomal DNA of strains MC41OO.2O1with those of MC41OO.2O2, thefool- derivative
(Table 1, Fig. 1). MC41OO.2O2 ceils presented a uniform pale blue phenotype. The four
different methylation patterns were also observed for this strain, but with a different
percentage. When foot was present, the percentage of fully methylated DNA decreased at
the benefit of DNA molecules with only GATCpr0x methylated. Thus, by analogy with pap,
fooT appeared to favor Lrp binding to GATCd1t..
In the three media tested and the two strains used, the four different methylation
patterns were again observed in all cases, but their relative amounts varied regarding to the
strains and the media tested. In the presence of L-alanine, in FooT- and fooI+ strains,
protection from methylation ofboth GATC sites was increased and both arnount ofpatterns
single GATC site methylated were decreased (Table 3). An increased protection from
methylation ofGATCu was observed in the presence of FooT compared to the Fool- strain.
regardless ofthe presence or absence ofalanine.
In contrast with the protection from methylation observed with alanine, L-leucine
increased the methylation of both GATC sites compared to M9 medium and slightly
decreased the protection from methylation of GATCpr01 and GATCdt, (Table 3). An
increased methylation of GATCdIt was observed in the presence of FooT compared to the
Fool- strain, regardless ofthe presence or absence ofleucine.
3.5. Discussion.
f1651 and CS31A, encoded by thefoo and cÏp operons respectively, belong to the P
regulatory farnily of adhesin. Expression offoo and clp, is subject to a tight control at the
transcriptional level, mediated by the global regulator Lrp, as well as by two specific
regulators, PapB homologue and a Papi homologue, and, in contrast to pop, is dramatically
repressed by L-leucine and L-alanine. Leucine bound to Lrp modulates the expression of a
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number of operons by altering the affinity of Lrp for its target sites. In this study, we
investigated the mechanism of leucine and alanine action on the Lrp binding to the
regulatory regions of ctp andfoo operons.
3.5.1. Effect of alanine and leucine on the Lrp affinity for clp DNA.
Here we demonstrate that without Afaf and Dam methylation, Lrp binds in a
multicomplex manner the CH,rox DNA fragment. This is probably due to the different Lrp
affinity for the two GATC regions, as Lrp shows less affinity for GATCdt region then
GATC0 region in gel retardation assay. It was previously shown, in vivo, that Lrp
presents a lower affinity for GATCdt site than for GATC0 site that methylation
protection of GATCpr0x site requires Lrp and that methylation protection of GATCdIt by
Lrp appears only in the presence ofAfaf, the PapI homologue (Crost et aÏ., 2003). In vitro,
Lrp binds GATCdt region without presence of Afaf, probably because there is no
competition with Dam for this site in gel shift assay. Furthermore, in vivo, Lrp affinity for
GATCdIt is too low to compete with Dam. This indicates that AfaF is required to increase
the Lrp DNA affinity for GATCd15 and to allow the phase OFF (GATCdt methylated and
GATCprox protected) to ON (GATCpr0x methylated and GATCu1 protected) transition.
Here we observed that in vitro, both alanine and leucine decrease Lrp binding to
DNA containing either the two GATC regions or a single GATC region. Moreover, Lrp
binding to the GATC distal region is more sensitive to alanine (1 mM) and leucine (1 mM)
than Lrp binding to the GATC proximal region (clear decrease at 10 mM of alanine and 5
mM of leucine). As Lrp binds with more affinity the DNA fragment containing both GATC
regions than the GATCpr0x region than the GATCdI region, GATCdt region is more
sensitive to the negative effects of both amino acids on Lrp hinding. h is possible that a
positive cooperativity between the two GATC regions antagonize the alanine and leucine
effect on the Cu fragment. Those results do not correlate with the in vivo methylation
study, where leucine lowers and alanine prevents Lrp binding to GATCd. and alanine acts
in conjunction with Afaf to increase Lrp binding to GATC0, so that ceils are locked in a
highly repressed OFF phase (Crost et aÏ., 2003). Lrp interaction with GATCdt is sensitive
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to alanine and extensively to leucine, and Lrp interaction with GATCpr0x is more resistant to
alanine and leucine. It has been recently shown that Lrp self-associates in vitro to a
hexadecamer and octamer and that leucine induces dissociation ofthe Lrp hexadecarner to
octamers (Chen et aÏ.. 2001). It might be that octamers are not able to bind GATCu but
stiil can bind GATC0.
3.5.2. Effect of alanine and leucine on the Lrp-DNA binding and on
methylation of GATC sites 0f foo DNA.
In vitro resuits of Lrp affinity study for the two GAIC regions showed that in
contrast to pop and clp, Lrp bas the sarne affinity for hotb GATC regions. whereas the
methylation study showed that in absence of fool, Lrp bas more afflnity for GATCpr0x than
GATCd. As in the gel shift assay, there is no competition between Lrp and Dam for the
GATC sites, this could explained the different resuits observed in the methylation pattern
study.
Analysis of methylation patterns revealed that the foui- methylation patterns were
observed regardless of Fool presence. In contrast to pop and clp operons (Blyn et aï., 1990;
Crost et aÏ., 2003), no pattern can be reÏated with the ON or OFF phase variation
phenotype. We also observed that, in contrast topap and cÏp phase variation, foo expression
is submitted to an extremely rapid switch frequency and is mainly in ON phase (Crost et ai
submitted,). In pop intergenic region, six Lrp binding sites were found. with different Lrps
affinity leading to two regions. If the phase variation mechanism ofJào is similar to thepap
and cÏp mechanism in phase OFF ceils, Lrp would bind the GATC proximal region and in
phase ON ceils, Lrp would bind the GATC distal region with the help of Fool, the PapI
homologue. Thus, the equivalent Lrp affinity for both GATC regions could explained the
phase ON predominance and the higher switch rate observed in vivo for the /ào expression
since, in absence of Fool, Lrp can already bind the distal region and since, in presence of
Fool, equivalent percentage of phase ON and OFF methylation pattern are observed.
However. the two other methylation pattern are still obsei-ved : both GATC sites
methylation and both GTAC sites non-methylation. The binding of Lrp to the two GATC
sites might be not essential for the phase variation control offoo operon, but the other Lrp
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binding sites contained in the GATC regions would be essential. Thefoo intergenic region
contains the six potential binding sites for Lrp at the same place than in the pap regulatory
region and highly conserved. However two sites show one nucleotide difference from the
corresponding site onpap DNA (sites 4 and 1) (Daigle et aL, 2000; Nou et aÏ., 1995). Nou
et aï. have shown that one nucleotide mutation in site 3 locked in phase-ON the pap operon
and a substitution in site 1 increased the OFF to ON switch rate (Nou et aï., 1995). Few
other nucleotide change are also present between the Lrp binding sites. Differential protein
DNA binding affinity is regulated by the intrinsic structure and deformability encoded in
the base sequence of the DNA target, a simple modification of only two nucleotides in a
binding sequence is sufficient to alter binding affinity of E2 regulatory protein (Hizver
2001 PNAS). It is possible that the nucleotide modifications of sites 4 and 1 explain the
same Lrp affinity for both GATC regions. Footprinting experiments will be necessary to
resolve this point. Another difference is that the PapI and FooT protein differ from one
amino acid, position 17 (Asp to Asn), this probably resulting in a fewest affinity for Lrp
DNA complex or a fewest influence on the Lrp conformation modification that could also
be responsible for the switch frequency rate differences between pap and foo operons
(Daigle et aï., 2000).
Upon addition of leucine, methylation of both GATC sites was increased in vivo.
Effect of leucine on Lrp-DNA binding are consistent with this result, since leucine inhibited
Lrp attachment to both GATC regions. In presence of alanine the methylation pattern was
altered in an opposite way to leucine effect protection from methylation of both GATC
sites was increased. This is in contrast with gel retardation assay where binding of Lrp to
both GATC regions was decreased in presence of alanine. Phenotype colony resuits
indicated that in presence of alanine, cells seemed to be locked in phase-OFF, whereas in
presence of leucine, no change in phase variation was observed. The addition of alanine or
leucine modified in the same way the methylation pattern observed in the absence or in the
presence of Foot. Thus, those arnino acids did not modify the fool action. This is in
contrast with the alanine and Ïeucine effect on the cÏp expression. For ctp. alanine avoided
and leucine lowered Lrp binding to GATCd thus antagonize AfaF action. Furtherrnore,
alanine acted in conjunction with Afaf to increase Lrp binding to GATC0, so that celis
were locked in a highly repressed OFF phase (Crost et aÏ., 2003). Even if methylation
analysis offoo regulatory region is flot conclusive, it is noteworthy that in gel retardation
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assay, alanine decreased more easily Lrp binding to GAIC distal region (2.5 mM alanine)
than to GATC proximal region (10 mM alanine) in absence of Fool. Maybe that alanine
only prevents binding of Lrp to the non GATC Lrp binding sites whereas leucine can alter
Lrp binding to ail DNA sites in the foo regulatoiy region. Since leucine induces
dissociation of the Lrp hexadecamer to octamers it is possible that alanine does the same
(Chen et al., 2001). Maybe that alanine bound octamers are not abie to bind the GATC
distal region but stiil can bind the GATC proximal region, whereas leucine bound octamers
interact with both GAIC DNA regions with the sarne affinity. The repressive effect of
alanine and leucine could also be due to a mechanism unreÏated to Lrp action, as in the cÏp
operon transcriptional regulation (Crost et al., 2003).
In conclusion, the phase variation rnechanism of the foo prornoter showed some
difference with the pap and clp regulatory mechanism since the Lrp affinity for the foo
regulatory region is similar between the two GATC DNA regions. Phase variation
rnechanism of the cÏp promoter is very sirnilar to the mechanism regulating the pap
expression but showed a sensibiiity to alanine and leucine probabiy due in part by the
difference of DNA Lrp binding sites in the two reguiatory regions. This difference leading
to a more sensitive Lrp-DNA binding to alanine and leucine for the clp regulatory region
than for thepap regulatory region.
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E. cou strains,
Plasmids, or Description Reference
Bacteriophage
E. cou
MC4100 FaraDl39 z(lacIPOZYA-argF)U169 rpsL thi-1 Casadaban (1976)
DL844 MC4100 mbf-20 Braaten et al. (1994)
FmcrA mrr-hsd RMS-mcr BC) 4801ac ZAM1 5 Alac X74
deo R recAl ara D139 A(ara-leu)7697 galU galK
IoplO rps L(Str’) endAl nup G Orant et aI. (1 99D)
recAl endA7 gyrA96 thi-7 hsdRl7 supE44 relAl lac (F’
XL1 blue proAB lac! M15 Tn 70 (Tett)) Stratagene
MC41 OO.2O1 MC41 OO-?O1 (f00! positive fooB-IacZYA) Crost et al. submitted
MC41OO.O2 MC410O-.02 (fool negative fooB-IacZYA) Crost et al. submitted
MC41OO,.6 MC41OO-,6 (cIpB-IacZYA) Martin 1996
Plasmids
pRS551 amp-kan-lacZYA pMB1 replicon Simons et al. (1987)
pGEM-T Promega
ptrfl ptrc99A-afaF Martin 1996
Bacteriophage
7RS45 amp-lacZYA imm21 Simons et al. (1987)
2.01 2.RS45-pMTO1 recombinant phage Crost et al. submitted
?O2 2.RS45-pMTO2 recombinant phage Crost et al. submitted
2.6 ?RS45—pPG6 Martin 1996
Table 1 Strain, plasmids and bacteriophages description.
Fig. 1: Physical rnaps of single-copyfooB-ÏacZY4 and c!pB-tctcZL4 fusions.
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Primers name Sequence 5- 3
FooDi gtatttgctttatttgcq
FooGi caaacaacaagaatacac
FooG2 gtgtattcttgt*tgtttq
FooUB tactcttoacgcaatasg
CIpD ctgcagcgaagattatc
CIpG1 caacagcaaaagccacc
CIpG2 ggtggcttttgctgttg
CIpUB cctgtttgatttcgtgc
Primers DNA fragment
. Size in bpcombination obtained
FooUB+FooG2 Fprox 117
FooDi +FooGl Fdist 181
FooUB + FooDi Fdist-prox 280
CIpD + CIpG2 Cprox 125
CIpUB + C)pGl Cdist 189
CIpUB + CIpD Cdist-prox 297
Table 2: Primers and their combination used for synthesis of digoxygenin labeled DNA
fragments.
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Fig. 2 : Schematic representation of DNA fragments used in gel shifi. In double une
regulatory region of/o or clp operons. Open squares, the six potential Lrp binding sites of
thefoo regulatory region. deduced from nucleotidic comparison withpap regulatory region.
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In absence of Lrp there is 100 ¾ free DNA. Percentage of shified DNA were obtained by
densitornetric analysis with Gel-Doc of Biorad. Valus were obtained from minimum three
independent experiments.
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Starting colony Methylation % DNA % Lac+ ce Ils
Growth medium pattern molecules
FooI+,Lac+ 4 J 19
M9 glycerol 2
)!( ‘ 35.5 99
I 43.5
FooI+, Lac- 4 J,. 22.8
M9 glycerol I 13.4
k 42.4 85
I 21.4
FooI+, Loc+ 4 . 22.8
M9 glycerol + 24.5
alonine k ‘ 27.5 0
I 25.2
FooI÷, Lac+ 4 . 31.4
M9 glycerol + 8.1
leucine 25.5
I 35
Fool- 4 38.7
M9 glycerol 5.9
. NA
47.7
I 7.7
Fool- 4 32.1
M9 glycerol + I 29.2
.
j i NA
olonine 35.8
I 2.9
Fool- 4 66
M9 glycerol + I 10.1
.
t NAIeucrne 15.1
I 4 8.8
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Table 3 : Methylation pattern ofthefoo regulatory region.
Strains used are MC4100.20l (FooI+) and MC4100.202 (FooT-). Media containing leucine
are supplernented with 0.4 mM isoleucine and 0.6rnM valine. Stars indicate methylation of
GATC site. NA, flot applicable.
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Fig. 6 Analysis ofthe in vivo GATC methylation states ofthefoo regulatory region.
(A) Schematic representation of DNA fragments that may hybridize with the probe. (B)
Southern blot of chromosomal DNA obtained from MC4100.202 and MC4l00.70Ï and
digested with restriction enzymes as described in experimental procedures. Each restricted
DNA was then separated in two aliquots which were then digested with a second restriction
enzyme DpnI (D) or MboI (M). Media and strains tested are indicated over the
corresponding DNA bands. Phenotype of the colony used to inoculate each medium is also
indicated, as strain MC4100.?02 didn’t perforrned phase variation the uniform colony
phenotype was indicated as U. DNA fragment identities (locations and size) were assigned
based on known restriction endonuclease sites determined by DNA sequence analysis and
by comparing migration to the digoxigenin-labeled DNA molecular weight rnarker VI, of
Roche indicated on the lefi (Daigle et cil. 2000). Size of DNA fiagments that hybridized
with the probe are shown on the right.
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DISCUSSION.
Les antigènes de surface F1651 et CS31A sont produits par les souches F. cou
associées à des diarrhées et des septicémies chez le porcelet, le veau et chez les humains
(Bertin et al., 1998: Contrepois et al., 1989; Fairbrother et al., 1986;. Les adhésines F1651
et CS3ÎA sont requises lors de l’étape primordiale du processus infectieux, mais leur
synthèse n’est pas nécessaire en permanence. En effet, l’interaction hôte—pathogène est un
processus dynamique dans lequel le pathogène rencontre diverses conditions
environnementales auxquelles il s’adapte pour survivre. F1651 et CS31A sont codés par les
opérons/ào et clp respectivement (Maiti et al., 1994; Martin, 1996). Ces deux opérons font
partie de la famille de régulation de l’opéron pop (Harel et al., 2000; Herdnay et al., 2002;
Martin, 1996). La transcription defoo, cÏp etpap, est contrôlée par deux mécanismes; la
variation de phase et le niveau de transcription. Contrairement à l’opéron pap, l’expression
des opérons foo et cÏp est réprimée en présence de L-leucine ou de L-alanine (Harel et al.,
2000; Herdnay et al., 2002; Martin, 1996). Ces deux mécanismes sont modulés en partie en
réponse à certaines conditions environnementales telles que la présence de L-leucine ou de
L-alanine dans le milieu de culture (Daigle et aÏ.. 2000; Martin, 1996). Le mécanisme
moléculaire par lequel ces deux acides aminés influencent l’expression de foo et ctp est
inconnu. Or, il a été démontré que la leucine et lalanine interagissent directement avec Lrp
et ainsi modifient l’action de Lrp envers certains promoteurs cibles en intensifiant ou en
antagonisant l’effet de cette protéine régulatrice (Chen et Calvo, 2002; Zhi et al., 1999). De
plus l’action de Lrp sur l’expression defoo et cÏp est opposée (Daigle et aÏ., 2000; Martin,
1996). Comprendre comment des facteurs présents dans l’environnement immédiat du
pathogène peuvent réguler la synthèse de ces deux facteurs de virulence est important dans
l’optique du développement de nouvelles drogues anti-infectieuses en alternative à
l’utilisation d’antibiotiques.
Notre étude consiste en la comparaison de la régulation de l’expression des opérons
foo et cÏp. Pour répondre au premier objectif. l’effet de conditions environnementales sur la
transcription basale et la variation de phase, en combinaison et séparément. a été étudié à
l’aide de souches portant des fusions transcriptionelles contenant le gène rapporteur ÏacZ.
Les conditions environnementales testées, sont le pH, l’osmolarité, la température, certains
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acides aminés, la source de carbone et un milieu de croissance nutritif riche. Le deuxième
objectif était d’analyser les mécanismes moléculaires de l’effet de l’alanine et de la leucine
sur la variation de phase et la transcription basale des opérons foo et clp. Tout d’abord, le
rôle des protéines régulatrices Lrp, ClpB, fool dans le contrôle de la transcription basale
et/ou de la variation de phase a été caractérisé. Puis, l’effet de l’alanine et de la leucine en
présence ou absence de ces régulateurs a été analysé in vivo. Dans le troisième objectif,
nous avons étudié l’effet de I’alanine ou de la leucine sur l’interaction de Lrp avec ses
cibles nucléotidiques en réalisant des tests de retard sur gel et l’étude de la méthylation des
sites GATC in vivo. Les séquences des régions de régulation des opérons fimbriaires
auxquelles se lie Lrp, ont été déterminées. Puis, l’influence de la présence de l’alanine et de
la leucine sur l’affinité de Lrp pour les séquences cibles a été examinée, afin de déterminer
si une interaction directe entre l’acide aminé et Lrp modifie l’action de Lrp, notamment en
changeant son affinité pour une cible ADN donnée.
1.1. Effet des conditions environnementales sur la régulation
transcriptîonnelle des opérons c!p et foo.
L’expression de nombreux opérons fimbriaires est régulée en réponse aux stimuli
environnementaux (Krabbe et aÏ., 2000), et il est accepté que la variété des réponses
observées reflète les niches écologiques colonisées par les bactéries produisant ces
firnbriae. CS3ÏA et f1651 sont produits par des E. cou responsables de septicémie et de
diarrhée (Jallat et aÏ., 1994; Ngeleka et aÏ., 1993). C’est pourquoi nous avons testé, sur
l’expression des opérons cÏp etfoo, l’effet des valeurs ou des unités de pH, d’osmolarité, de
la température, ainsi que la richesse nutritive du milieu de culture qui peuvent être
rencontrées dans le contenu intestinal, le sang et aussi l’urine (Diem et Lentner. 1972:
Evans et aÏ., 1988; Ferraris et al., 1990).
1.1.1. Effet du pH et de l’osmolarité.
L’expression des opérons Jào et clp est inaltérée ou très peu affectée par un pH de 6 à
8 unités ou par l’osmolarité (215 à 600 msoM) du milieu de croissance bactérien.
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1.1.2. Effet du glucose.
Les opérons foo, clp, et pap sont tous les trois soumis à la répression catabolique par
le glucose (Tableau 3. article I, section II, p $4) (Weyand et aï, 2001) totalement ou
partiellement pour l’opéron cÏp relevée en présence d’AMPc. De plus, l’effet du glucose sur
la variation de phase des opérons ctp et foo amène à une augmentation du nombre de
bactéries en phase OFF mais en diminuant la transition de la phase OFF à la phase ON dans
le cas de l’opéron clp, alors que pour l’opéronfoo, c’est la transition de la phase ON à la
phase OFF qui est augmentée. Donc le mécanisme moléculaire semble différent entre pap,
foo et cÏp.
Si la séquence similaire au consensus de CRP est présente dans la région régulatrice
de foo, elle n’est pas présente dans celle de cÏp (fig. 9B, section I, p 31). CRP active
directement la transcription de papBA et indirectement celle de papI par l’intermédiaire de
PapB (Weyand et aï, 2001). CRP n’est pas nécessaire au mécanisme de la variation de
phase de pap mais cette protéine régulatrice peut modifier indirectement les taux de
transition de Fopéronpap (Weyand et aÏ., 2001).
La protéine régulatrice CRP n’est pas la seule à être impliquée dans les mécanismes
de répression catabolique par le glucose, en effet la protéine Cra, « Catabolite
repressor/activator protein », est impliquée dans les mécanismes de répression catabolique
par le glucose indépendant de l’AMPc (Saier et Ramseier, 1996). 11 est possible que ce soit
cette protéine qui soit impliquée dans la régulation de cÏp.
1.1.3. Effet de la température.
A basse température (20°C), la transcription de Jào est réprimée et il y a
augmentation du nombre de bactéries en phase Off alors que cÏp et pap sont bloqués en
phase OFF (Giransson et al., 1990 White-Ziegler et aï.. 199$). Cette différence peut être
expliquée par la force du promoteur de foo comparée à celle des deux autres opérons.
D’une part la variation de phase defoo déclenche la production en majorité de cellules en
phase-ON alors que pour pap et cïp c’est en majorité des cellules en phase OFF (Blyn et
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aÏ., 1989; Martin, 1996), d’autre part le taux de transcription de base de foo est
significativement plus élevé que celui de cÏp (Crost et al., soumis). Donc, même si l’effet
de la température sur l’expression defoo,pap et cÏp est équivalent, il est moins marqué sur
la transcirpion defoo du fait de la variation de phase et du contrôle du taux d’expression.
La thermorégulation de pap est effectuée par deux régulateurs indépendamment l’un
de l’autre : H-NS et RirnJ (White-Ziegler et cii., 2002). Bien que les opéronsfim,fan et daa
subissent un contrôle transcriptionnel en réponse à la température et aux conditions
nutritives du milieu de croissance, leur transcription n’est pas affectée par RimJ. Cela
semble indiquer que RimJ est un régulateur spécifique de la transcription de l’opéron pap
(White-Ziegler et aÏ., 2002). Le rôle de RimJ dans la thermorégulation defoo et clp n’a pas
été étudié. Il est possible que RimJ n’exerce aucun effet surfoo et donc l’expression defoo
est moins réprimée que celle de pap. H-NS joue un rôle important dans la thermorégulation
de l’opéron pap en réprimant la transcription de deux gènes codant pour des régulateurs
positifs (PapI et PapB) (G5ransson et ai., 1990). H-NS fixe spécifiquement la région
régulatrice de pap au niveau des deux sites GATC, et cette fixation bloque la méthylation
de ces deux sites à 23°C et non à 37°C. D’après White-Ziegler et aï., la température
affecterait directement l’état d’oligornérisation de H-NS et donc sa capacité à réprimer la
transcription de pap à 23°C (White-Ziegler et al., 1998). Les séquences nucléotidiques des
régions régulatrices de pap etfoo sont très similaires. Toutefois, il est possible que du fait
des petites différences entre les séquences intercistroniques de foo et pap, H-NS à 20°C ne
compacte pas de la même façon ces deux séquences. Pour tester le rôle de H-NS ou de
RimJ dans la thermorégulation de foo et clp. il faudrait introduire les fusions
transcriptionnelles fooB-ÏacZ et clpB-tacZ dans le génome de la souche isogénique de
MC4ÏOO soit H-NS- soit RimJ-.
1.1.4. Effet de I’alanine et de la leucine.
Des travaux antérieurs ont démontré que deux acides aminés aliphatiques (L-alanine
et L-leucine) répriment la transcription des opérons foo et cÏp (Daigle et aÏ., 2000; Hard et
ai., 2000; Martin, 1996). Lors de ce projet, l’action de ces deux acides aminés sur
l’expression de /ào et cip a été caractérisée et le mécanisme moléculaire permettant leur
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effet inhibiteur a été en partie résolu. En effet, deux modes de répression par ces acides
aminés s’exercent sur cÏp et foo, celui de l’alanine étant plus drastique que celui de la
leucine. L’alanine réprime fortement l’expression de clp etfoo et bloque en phase OFF le
promoteur de ctp. La leucine ne modifie pas la variation de phase des deux opérons mais
réprime leur transcription (Tableau 3, article I, section II, p $4). Il semble alors que les
mécanismes d’action de l’alanjne et de la leucine diffèrent entre les deux acides aminés sur
un même opéron. Il apparaît aussi que les mécanismes d’action d’un acide aminé diffèrent
entre les deux opérons. En effet, le mécanisme d’action de l’alanine et de la leucine sur
l’expression de foo semble être seulement dépendant de Lrp, puisque la répression ne
s’exerce plus lorsqu’une protéine Lrp mutée, qui ne répond plus à la leucine, remplace la
protéine sauvage (Berthiaume et aÏ. soumis). Or l’effet répresseur de la leucine et de
l’alanine sur clp s’exerce aussi bien en absence de Lrp qu’en l’absence de C1pB, mais ne
s’exerce plus en absence de Lrp et CIpB (Crost et ctl., 2003). Ceci suggère que l’alanine et
la leucine répriment aussi l’expression de clp par un second mécanisme dépendant de C1pB.
Ces mécanismes sont présentés et discutés à la suite de l’analyse de la régulation
transcriptionnelle de chaque opéron.
D’autre acides aminés, tels que la méthionine, la thréonine, l’aspartate et l’histidine
sont capables de réprimer l’expression de cÏp mais pas de foo (Fig 3, article I, section II,
p$3), leur mécanisme d’action n’est pas cormu, mais en l’absence de Lrp cette répression
s’exerce toujours.
Dans un milieu riche en nutriments, l’expression des deux opérons est réprimée et
leur variation de phase est bloquée. L’expression d’autres opérons fimbriaires est aussi
diminuée en milieu de croissance riche en nutrirnents comme fas, fini, pap, fan, daa
(Edwards et al., 1996; Gally et al., 1993; White-Ziegler et aÏ., 2000). White Ziegler et al.
supposent que le contenu en carbohydrate du milieu LB puisse être responsable de cette
répression (White Ziegler et al., 2000). De plus, la quantité de résidus aminés dans ce
milieu peut aussi expliquer en partie la répression de l’expression defoo et cÏp. Comme Lrp
est nécessaire à la variation de phase de cÏp etfoo, et que la production de Lrp est 4 fois
plus forte en M9 (milieu nutritif pauvre) qu’en LB (Landgraf et aÏ., 1996), ceci suggère que
l’abolition de la variation de phase de clp etfoo soit expliquée par la quantité limitante en
protéine Lrp. En effet, il est possible que Lrp ait une affinité plus faible pour les sites
activateurs des régions régulatrices de cÏp et foo que pour les sites répresseurs par
conséquent, la transition de phase serait bloquée.
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L’ensemble de ces conditions environnementales peut être utilisé par E. cou pour
programmer la synthèse des facteurs d’adhésion. Ainsi, la température corporelle,
l’osmolarité, le pH et la disponibilité de nutriments pounaient servir de signaux spécifiques
d’entrée dans l’hôte au niveau du lumen intestinal ou du sang. Contrairement à la partie
distale de l’intestin, le jéjunum aussi bien que le sang sont des compartiments riches en
hydrates de carbone. Peu ou pas d’expression defoo et cÏp ne devrait être possible dans ces
compartiments, du fait de la présence d’alanine, de leucine et de glucose. Dans nos
expériences, la concentration minimale d’alanine ou de leucine testée sur l’expression de
Jào et cÏp était de 5 mM, or c’est vingt-cinq fois plus élevé que la concentration sanguine
(Diem et Lentner, 1972). La production de F1651 et CS31A semble alors possible. Pour
vérifier cette hypothèse il faudra tester la production des ces facteurs d’adhésion en culture
sur du sang. Il est aussi possible qu’il faille peu de F1651 et de CS31A pour réaliser leur
action de protection de la bactérie contre la lyse par les cellules phagocytaires.
1.2. Régulation transcriptionnelle de l’opéron clp.
Dans le but de comprendre le mécanisme de régulation transcriptionnelle de l’opéron
cÏp, nous avons étudié l’activité de son promoteur dans des souches isogéniques Lrp+ ou
Lrp-, transformées ou non avec un plasmide contenant le gène afaf sous le contrôle d’un
promoteur inductible à l’IPTG et portant soit la fusion transcriptionnelle cÏpB-ÏacZYA (gène
clpB entier) soit la fusion cÏpB ‘-ÏacZYA (gène clpB tronqué). Suite à l’étude des profils de
méthylation des sites GATC et de la mesure de l’affinité de Lrp pour des séquences
contenant ces sites, nous avons élucidé le mécanisme de variation de phase de l’opéron clp
(Fig. 1). En absence de AfaF, donc de variation de phase, Lrp et CIpB agissent
négativement sur la transcription de l’opéron cÏp (Fig. 1). En absence de Lrp, donc en
absence de variation de phase CIpB réprime toujours lexpression de clp et AfaF n’a pas
d’effet en l’absence de Lrp. En présence d’AfaF et de Lrp, la variation de phase s’instaure.
Deux profils de méthylation des sites GATC corrèlent avec la phase ON et la phase OFF
(Fig. Ï) et suite à notre étude de l’affinité de Lrp pour les fragments nucléotidiques
contenant un des deux sites GATC soit et Cprox, nous pouvons conclure que Lrp fixe
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préférentiellement C» (GATC proximal) et nécessite la présence de AfaF pour augmenter
son affinité pour CdIt (GATC distal).
Donc, le mécanisme de variation de phase de l’opéron cÏp est similaire à celui de
l’opéronpcip (Herdnay et aI., 2002). En effet, comme pourpaJ3, lorsque le site GATCpr0x est
méthylé et que le site GATCu est fixé par Lrp le promoteur de clp est en phase ON, et
lorsque la situation inverse est obtenue le promoteur de cÏp est en phase OFF (Herdnay et
aÏ.. 2002; Noti et aÏ., 1993). De plus, les fréquences de transitions de ON à OFF et de Off
à ON et la proportion de cellules en phase ON dans une colonie sont très similaires à celles
de pap- 1 7 (on observe 10 fois plus de cellules passant de OFF à ON pour cÏp comparé à
pap-17) (Tableau 1).
Taux de transition
Opéron ON a OFF OFF à ON % de Lac+
clp 31,6/1000 21,1
(+MaF) 1,47/1000 3,68
26/1000 34
papl7
. 0,157/1000 0,36
3,72/1000 90
pap2l
0,305/1000 0,74
2,1/1000 94,5
Jào
35,8/1000
Tableau 1 Taux de transition de phase des opérons cÏp, papi?, pap2i et/ào, ainsi que le
pourcentage de bactéries en phase ON. Les valeurs pour pcipl 7 et pcip2i sont tirées de Blyn
etal., 1989.
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Toutefois, en phase ON, il semble que l’activité du promoteur de pap-1 7 est plus
forte que celle du promoteur de cÏp (Crost et al., 2003; van der Woude et aÏ., 1995). Lrp a
plus d’affinité pour les sites l-2-3 (région proximale) de pap que pour les sites 4-5-6
(région distale) et PapI augmente l’affinité de Lrp pour les sites 4-5-6 cNou et al., 1995).
De façcon similaire, Lrp a plus d’affinité pour la région C- de c!p que pour la région Cd
et Afaf augmente l’affinité de Lrp pour la région Cdt (Crost et aÏ., 2003). D’après les
mesures de constante de dissociation (Kd) de Lrp pour des fragments d’ADN de la région
régulatrice de pap, Lrp montre 2 fois plus d’affinité pour les sites 1-2-3 (région proximale)
que les sites 4-5-6 (région distale) (Herdnay et al., 2002; Herdnay et al., 2003) alors qu’il
semble que pour clp la différence d’affinité de Lrp entre Cd et Cprox soit moins grande.
Donc AfaF doit pouvoir augmenter plus facilement l’affinité de Lrp pour la région Cu1 de
clp que PapI pour les sites 4-5-6 de pap, ce qui expliquerait le plus grand nombre de
cellules passant de la phase Off à ON dans le cas de cÏp. Les séquences peptidiques de
PapI et AfaF diffèrent, mais on ne sait pas si leur structure tridimensionnelle est différente.
Comme l’interaction de PapI ou AfaF est requise pour augmenter l’affinité de Lrp pour les
fragments ADN décrits précédemment. est-ce que les différences entre Papi et AfaF
peuvent conséquemment avoir aussi un impact sur l’affinité de Lrp pour la région distale
comprenant le site GATC distal ou est-ce que ce sont les séquences nucléotidiques qui sont
responsables de cette différence d’affinité ? Pour résoudre ces questions, il faudra réaliser
par retard sur gel, la comparaison des mesures «affinité de Lrp pour les deux régions
proximales et distales depap et ctp, puis répéter les mesures en présence d’AfaF ou PapI.
On remarque que CÏpB a une action différente de son homologue PapB : ClpB
réprime l’expression de clp (Crost et al., 2003) alors que PapB (à concentration
physiologique) n’inhibe pas l’expression de pap-I7 (van der Woude et aÏ., 1995). Donc,
l’action négative de ClpB sur le promoteur de cÏp permet d’expliquer la différence
d’activité entre les promoteurs de pap-] 7 et cÏp. Il serait intéressant de déterminer les sites
de fixation nucléotidiques de ClpB au niveau de la région régulatrice de clp par empreinte
génomique, pour mieux comprendre son mécanisme d’action.
En l’absence de Lrp. d’AfaF et de C1pB. l’expression de cïp n’est toujours pas
équivalente à celle depctp-17 en M9-glycérol. Il est possible que d’autres régulateurs soient
responsables de cette différence. Ainsi, alors que CAP active la transcription de pap
(Wevand et aï.. 2001), la régulation de l’expression de cÏp semble indépendante de CAP.
Un autre régulateur de t’opéron pap tel qcte H-NS ou RimJ. pourrait aussi être responsable
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de la différence de régulation transcriptioimelle entre pap-17 et cÏp (White-Ziegler et aï.,
2000; White-Ziegler et aï., 2002). L’action de H-NS ou de RimJ na pas été étudiée sur
l’expression de clp.
D’après une étude de Nowicki et al. la production in vitro d’un fimbriae inhibe la
synthèse d’un autre facteur dadhésion pour qu’il n’y ait dans la majorité des cellules
qu’une seule adhésine exposée en surface (Nowicki et aï., 1984). En effet, la souche E. cou
KS71. responsable de pyélonéphrite, produit seulement dans 9 % des cellules plus d’un
fimbriae (type 1, P, FIC) à sa surface. De plus, Pourbakhsh et aï. ont montré que des E. cou
septicémiques aviaires produisent in vivo le fimbriae type I pour coloniser les organes
aériens (sacs aériens, trachée, poumons) et peu de fimbriae P, alors qu’elles produisent le
fimbriae P pour la colonisation des organes internes (sang, rate, foie, reins) et très peu le
fimbriae typel dans ces organes (1997). Une récente étude, in vitro, a démontré qu’il existe
une régulation croisée par PapB entre les opérons fimbriairesfirn et pap de façon à ce qu’un
seul des deux opérons soit en phase ON, donc actif (pop) (Xia et al., 2000). 11 a été
démontré par dot blot avec des anticorps spécifiques contre CS31A ou Pap3lA que ces
deux facteurs d’adhésion sont produits in vitro par la souche 3lA en milieu M9 à 37°C
(Bertin et aï., 2000). Il est donc possible qu’une autre régulation croisée, agoniste cette fois,
avec le régulateur PapI, existe: PapI3lA régulerait à la fois le passage en phase ON des
opérons pap3IA et cïp. Pour tester cette hypothèse il faudrait muter le gène tI3J.4 dans la
souche sauvage 31 A et observer la variation de phase en immunofluorescence avec des
anticorps anti-CS3 lA.
Comme l’alanine et la leucine inhibent la synthèse de CS3IA (Martin, 1996), nous
avons analysé le mécanisme d’action des ces acides aminés sur la transcription de cïp.
L’alanine, d’une part, empêche le passage en phase ON en diminuant l’affinité de Lrp pour
les sites entourant GATCu (permettant la phase ON) et d’autre part, réprime la
transcription de clp à l’aide d’un mécanisme inconnu faisant intervenir ClpB (figl. ). In
vivo, la leucine n’est pas capable de diminuer, autant que l’alanine, l’affinité de Lrp pour
ses sites nucléotidiques et ne change pas les taux de transition de clp. D’après les travaux
de Chen et aï., lorsque la leucine lie un complexe de plusieurs protéines Lrp (seize Lrp)
celui-ci se dissocie en deux octamères couplés à la leucine (Chen et aÏ.. 2002). Il est
possible que les octamères couplés à la leucine lient toujours de la même façon la région
régulatrice de ctp mais que la structure spatiale de la séquence ADN liée par les octamères
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soit perturbée de manière à empêcher en partie l’interaction de l’ARN polymérase avec le
promoteur de l’opéron cÏp. Aucune étude n’a encore prouvé que l’alanine interagit avec
Lrp. Or dans ce projet nous avons démontré que l’alanine exerce une plus forte répression
sur l’expression de cÏp et une plus forte altération de ta fixation de Lrp à ces cibles
nucléotidiques que la leucine, in vivo (Crost et aÏ., 2003). On peut supposer que l’alanine
fixe soit avec une meilleure affinité Lrp et/ou que son interaction avec Lrp modifie de façon
plus importante la conformation spatiale de Lrp. La constante d’affinité de l’alanine pour
Lrp pourrait être déterminée soit par détermination de l’équilibre de dialyse (Marasco et al.,
1994) soit en mesurant l’effet de différentes concentrations d’alanine sur la fluorescence
intrinsèque des tyrosines de Lrp tel que décrit par Chen et aï. pour la leucine (Chen et aï.,
2002). Lrp contient cinq tyrosines, la fluorescence intrinsèque des tyrosines est excitée à
278 nm et la fluorescence est émise à 304 nm. A l’aide d’un spectrofluoromètre, l’intensité
de la fluorescence émise est mesurée. L’addition de leucine à l’échantillon liquide
contenant Lrp provoque une diminution de la fluorescence des tyrosines de Lrp,
probablement due au changement de conformation de Lrp et/ou à la leucine elle-même qui
masque les tyrosines. Il serait aussi intéressant d’analyser par cristallographie la
modification de la structure tridimensionnelle de Lrp en présence de leucine ou d’alanine,
ainsi que l’effet de ces acides aminés sur la structure des multimères de Lrp et sur leur
interaction avec une cible ADN.
De plus, la leucine. comme l’alanine. réprime aussi la transcription de clp à Faide
d’un second mécanisme inconnu faisant intervenir ClpB. Dans le but de déterminer si
l’alanine et la leucine sont capables de modifier la fixation de ClpB à sa séquence
nucléotidique cible dans la région promotrice de cïp, nous avons essayé de purifier CIpB.
La construction de la souche BL21DE3pLysS ClpB a permis de surproduire une protéine
ClpB fusionnée en amino-terminal au peptide fixant la calmoduline (CBP, « calmoduline
binding peptide ») mais pas de purifier cette protéine de fusion (Annexe 2). II est probable
quun repliement de C1pB sur CBP empêche son interaction avec la résine contenant la
calmoduline et donc la purification de ClpB. Aucun test de retard sur gel avec cette protéine
chimère en extrait brut n’a été réalisé.
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1.3. Régulation transcriptionnelle de l’opéron foo.
Dans le but de comprendre le mécanisme de régulation transcriptionnelle de l’opéron
foo. nous avons étudié l’activité de son promoteur à l’aide de fusions transcriptionneltes
fooB-ÏacZYA. Deux fusions fooB-ÏacZYA ont été construites t une contenant le gène fool
entier et une contenant le gène fool tronqué. Ces fusions ont été insérées dans des souches
isogéniques Lrp+ ou Lrp-. L’étude des profils de méthylation des deux sites GATC et la
mesure de l’affinité de Lrp pour des séquences contenant ces sites, n’ont pas permis
d’élucider le mécanisme de variation de phase de l’opéronfoo. La variation de phase de/ào
est majoritairement en faveur de la phase ON, contrairement à celle des opérons pap-1? et
cÏp (Tableau 1, section III, p147). Tout comme dans le cas de pap et ctp, il semble qu’à la
fois Lrp et fool, un homologue de PapI, soient requis pour ce mécanisme. Les quatre
profils de l’état de méthylation des deux sites GATC ont été observés et aucune corrélation
n’a pu être faite avec la phase ON et la phase OFF (Tableau 3, article III, section II, p 135).
L’éttide de la méthylation des sites GATC ne permet pas d’analyser la fixation de Lrp à
d’autres sites ne contenant pas une séquence GATC. Or, la région régulatrice defoo est très
similaire à celle de pap (Daigle et at., 2000) et les six sites de fixation de Lrp à la région
promotrice de pap sont retrouvés dans la séquence de la région promotrice defoo (f ig 8B,
section 1. p28). Il est donc possible que ces autres sites de fixation de Lrp. si ce sont les
mêmes que ceux identifiés dans la région régulatrice de pap (Nou et aÏ., 1995), puissent
démontrer une différence de fixation associabte avec l’une des phases d’expression defio.
Dans le cas de l’opéronpap, in vitro l’affinité de Lrp pour les sites 1, 2 et 3 est supérieure à
l’affinité de Lrp pour les sites 4, 5 et 6 (Nou et ctl., 1993). En phase OFF, les sites 1, 2, 3
sont occupés par Lrp et le site 5 est méthylé (Braaten et al., 1994; Nou et aÏ., 1995). PapI
permet d’augmenter l’affinité de Lrp pour les sites 4, 5, 6 (van der Woude et al., 1995). En
phase ON, les sites 4, 5, 6, sont occupés par le complexe Lrp-Papl et le site 2 est méthylé
(Braaten et aÏ., 1994; Nou et cil., 1995). Des études de mutation des six sites de la région
régulatrice de pap ont aussi démontré qu’une mutation ponctuelle est capable de modifier
l’affinité de Lrp pour la région contenant cette séquence de telle manière que le mécanisme
de variation de phase est altéré et parfois même bloqué (Fig. 2) (Nou et al., 1995). Parmi,
les six sites potentiels de fixation de Lrp à la région régulatrice de foo. les sites I et 4
diffèrent de ceux de pctp d’une paire de base (Fig. 2). Donc il est possible que l’affinité de
Lrp au niveau de ces sites soit changée. et permette de favoriser la phase ON dans le cas du
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contrôle transcriptionnel de l’opéron fào. Il faudrait réaliser une analyse in vivo de la
fixation de ces sites par Lrp. Toutefois, le foi-t pourcentage de bactéries en phase ON dans
une colonie en phase OFF risque, même avec une atitre technique in vivo, de dissimuler le
motif de fixation de Lrp de la phase OFF. Donc, pour identifier un motif de fixation de Lrp
corrélé à une des deux phases dans la région régulatrice de foo, on pourrait tester la
mutation de chaque site fixé par Lrp, de façon à ce qu’il ne soit plus lié par la protéine, puis
analyser si le promoteur de Jào est bloqué en phase ON ou OFF. Chaque mutation serait
analysée séparément puis en combinaison. La fixation de Lrp au niveau de chaque site
serait contrôlée par la technique de protection contre la Dnase , qui permet de donner une
image simultanée de l’état de chaque site de fixation et ceci pourrait être testé in vitro en
présence de concentrations croissantes de Lrp.
région dis tale région proximale
SÉQUENCE ADN SÉQUENCE ADN PHÉNOTYPE
SITE4 SITEI
foo GAAAGGAAAGTCC foo GTGTTTTATTCragtt
pap-17 GAAAGAAAGTCC pap-i7 GTOTTTTGTTCtagtt
#56 TTGCTAGCTACTA OFF #11 Gctagc fort 0FF à ON
SITE5 SITE2
foo GATCTTTTATGC foo GGTTAAAAGATCg
pap-17 GATCTTTTATGC pap-17 GGTTAAAAGATCg
#14 GCTAGC OFF #12 GCTAGc fort 0FF à ON
#7 T OFF
SJTE3
SITE 6 foo CATAAAAAACtaa
foo GATGTTTTTa pap-17 CATAAAAAACtaa
pap-17 GATGTTTTTa #13 GCTagc ON
#57 AGCTAGCAAt transition #16 A ON
#17 T ON
Tableau. 2 : Comparaison des six sites de liaison de Lrp à la région régulatrice de pop-1 7
et des sites potentiels de fixation de Lrp à la région régulatrice de/ào.
En lettres majuscules sont indiquées les séquences des sites de fixation de Lrp et en lettres
minuscules les séquences nucléotidiques encadrant les sites de fixation de Lrp. Les deux
sites GATC sont soulignés. Les nucléotides qui différent entre les sites de pop et de Jào
sont indiqués en caractères gras. Les mutations et substitutions des séquences de pap avec
leur numérotation (#) et le phénotype transcriptionnel, qu’elles induisent, sont indiqués en
italique, d’après Nou et aL (1995) OfF, phase bloquée en OFF; transition, taux de
transition normaux; ON, phase bloquée en ON.
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A la suite de notre étude de l’affinité de Lrp pour les fragments nucléotidiques
contenant un des deux sites GATC soit FdI5t et nous avons démontré que Lrp fixe avec
autant d’affinité f0 que FdI5t et ne nécessite donc pas la présence de Fool pour lier fu
(GATC distal ou les autres sites de ce fragment). Donc le mécanisme de variation de phase
de l’opéronfoo semble différent de celui des opérons pap et cÏp (Herdnay et al., 2002).
Hernday et al. ont démontré qu’en l’absence de la méthylation des sites GATC, il existe le
phénomène d’exclusion de fixation de Lrp entre la région contenant les sites 1, 2, 3 et la
région contenant les sites 4, 5, 6. Lorsque la mesure de la constante de dissociation de Lrp
pour les deux régions est étudiée sur deux fragments «ADN séparés, le Kd pour la région
contenant les sites 4, 5, 6 est de 1 nM alors que le Kd pour les sites 1, 2, 3 est de 0,5 nM.
Lorsque la même mesure est réalisée avec cette fois les deux fragments reliés, on observe
une augmentation de dix fois du Kd pour tes sites 4, 5, 6 alors que le Kd pour les sites 1,2,
3 est inchangé. La fixation de Lrp aux sites 1, 2, 3 entrafne l’exclusion de la liaison de Lrp
aux sites 4. 5, 6 (Herdnay et aÏ., 2002). Nous n’avons pas mesuré l’affinité de Lrp pour les
régions Fdt et Fprox alors que ces deux fragments étaient reliés. Toutefois, l’observation de
bandes de différents poids moléculaires lors des tests de retard sur gel avec le grand
fragment suggère la formation de plusieurs complexes d’affinité différente. Donc il est
possible qu’in vitro le phénomène d’exclusion de fixation de Lrp s’effectue pour les sites de
fixation de Lrp de la région régulatrice defoo. In vivo, l’étude de l’état de méthylation des
sites GATC semble indiquer qu’en absence de Fool, Lrp fixe préférentiellement le site
GATCprox par rapport au site GTACdist, et qu’en présence de FooT, l’affinité de Lrp soit
augmentée pour GATCdist. Donc il semble qu’il existe une différence d’affinité de Lrp
entre les deux régions. Toutefois cette différence d’affinité peut être seulement due à la
compétition entre Dam et Lrp pour les sites GATC et non pas au phénomène d’exclusion de
fixation. Nous avons réalisé nos études de retard sur gel avec un ADN non méthylé.
Comme la méthylation d’un des sites GATC empêche la fixation de Lrp à ce site et que
cela semble aussi modifier la fixation de Lrp au niveau des autres sites, est-ce que l’alanine
ou la leucine diminuent toujours et autant l’affinité de Lrp pour les sites de la zone
nucléotidique GATCd5t (ou GACTpr0x) alors que l’autre site GATC est méthylé? Il est
possible de méthyler in vitro les sites GATC d’une séquence ADN et suite à des
restriction-ligations il est possible d’obtenir un fragment avec un site GATC méthylé et
l’autre non-méthylé (van der Woude et aÏ., 1998). Ces méthodes pourront alors être
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utilisées pour étudier l’effet de la méthylation sur l’affinité de Lrp pour ces cibles
nucléotidiques en présence ou absence d’alanine ou de leucine.
Bien que les fréquences de transitions de ON à OFF et de OFF à ON et la proportion
de cellules en phase ON dans une colonie sont très différentes entre les opérons pap-17 et
foo, l’opéron pap-2i présente le même taux de transition de la phase ON à la phase OFF
que l’opéronfoo et dix fois moins de cellules passant de la phase OFF à la phase ON, et une
majorité de bactéries en phase ON (Blyn et aÏ., 1989). Or, les protéines Fool et PapI-21
sont identiques et diffèrent d’un seul résidu aminé de PapI-17 (asparagine/aspartate en
position 17). Par conséquent, il est possible que la différence de séquence primaire des
homologues de PapI permette une interaction différente de ces régulateurs avec Lrp et que
cela modifie les taux de transition de phase des opérons. Toutefois, comme jusqu’à présent
aucune complémentafion fonctionnelle entre des homologues de PapI n’a échoué (Huisman
et al., 1994; Nicholson et Low, 2000) et que les séquences inter-cistroniques defoo,pap-21
et pap-i 7 présentent des différences subtiles au niveau des sites potentiels de fixation de
Lrp (site 4 diffère d’un nucléotide pour Jào / papi 7 et pap2i, et le site 1 diffère d’un
nucléotide pour papi7 /pap2l etjoo) ainsi que tout au long de la région régulatrice de ces
opérons (Fig. 93, section I, p 31), il devient important de définir le ou les sites
nucléotidiques de fixation des protéines PapI et Lrp pour voir si ce n’est pas plutôt une
modification de séquence qui est responsable de la différence des taux de transition de
phase de ces trois opérons. C’est pourquoi lors de ce projet la souche BL21DE3pLysS FooT
a été construite. Cette souche permet de produire et de purifier FooT (Annexe 2). De plus,
des anticorps anti-Fool ont aussi été obtenus (Annexe 3). Jusqu’à présent nos tentatives de
retard sur gel avec Lrp et FooT n’ont pas fonctionné.
Le rôle de FooB n’a pas été étudié dans ce projet suite à l’échec de la construction
d’une fusion transcriptionnelle fooB ‘-lacZY4 (contenant le gène fooB tronqué et le gène
JàoJ sous le contrôle de son propre promoteur). Lorsque nous avons réalisé la surproduction
de Fool et sa purification à partir de la souche BL21DE3pLysS FooT (Annexe 2) nous
avons remarqué que, quatre heures suivant l’induction, il n’y avait plus de croissance et que
la lyse bactérienne avait déjà commencé (données non présentées). Or il est possible qu’en
l’absence de FooB, le gène fool soit fortement transcrit, de façon à ce que la concentration
de FooT devienne toxique pour la cellule. Donc il faudrait construire un mutantfooB avec le
gène fool sous le contrôle d’un promoteur faible pour pouvoir alors comparer l’expression
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de fooBA en présence ou absence de FooB. Par ailleurs, la construction de la souche
BL2ÏDE3pLysS FooB, a permis de produire et de purifier en grande quantité FooB
(Annexe 2). Cette protéine pouna être utilisée lors de tests d’interaction avec la région
promotrice de foo et lors de tests de l’effet direct de l’alanine et de la leucine sur cette
interaction.
Comme l’alanine et la leucine inhibent la synthèse de F165 (Fairbrother, 1986), nous
avons analysé le mécanisme d’action des ces acides aminés sur la transcription de foo.
L’alanine et la leucine répriment la transcription de foo, mais seul l’alanine modifie la
variation de phase de Jào en bloquant en phase OFF le promoteur de foo. Le mécanisme
d’action de l’alanine et de la leucine sur l’expression de foo semble être seulement
dépendam de Lrp, puisque la répression ne s’exerce plus lorsqu’une protéine Lrp mutée.
qui ne répond plus â la leucine, remplace la protéine sauvage (Berthiaume et aL soumis). Il
serait intéressant de déterminer les sites de fixation nucléotidiques de FooB au niveau des
régions régulatrices de foo par empreinte génomique. Ainsi, on pourrait tester l’effet des
deux acides aminés sur la liaison de ce régulateur pour ces cibles nucléotidiques pour
vérifier si aucun effet direct de ces acides aminés ne s’exerce sur FooB. D’après les tests de
retard sur gel, l’affinité de Lrp pour les fragments Fdt et est diminuée en présence de
5 mM de leucine ou d’alanine. Ceci est très différent de cÏp puisque la fixation de Lrp au
fragment Cprox est presque insensible à l’alanine (Fig. 5, article III, p 134). L’étude de la
méthylation des sites GATC montre que la leucine et l’alanine affectent de façon inverse
cette méthylation. En effet, en présence d’alanine, on observe une augmentation de la non
méthylation des deux sites GATC alors qu’en présence de leucine c’est la méthylation des
deux sites GATC qui augmente (Tableau 3, article III, p 135). Ces deux effets sont
indépendants de FooT. Le fait que la leucine augmente l’affinité de Lrp pour les deux sites
GATC semble contradictoire avec les résultats de retard sur gel. Toutefois, comme
précédemment mentionné, ces résultats renforcent l’hypothèse que la fixation de Lrp aux
autres sites soit importante dans la régulation de l’expression de foo. De plus, l’effet de
l’alanine n’est pas assez drastique sur la méthylation des sites GATC pour expliquer le
phénotype de blocage en phase OFF des bactéries en présence d’alanine. Donc, il est
probable que les autres sites soient impliqués dans ce mécanisme. La présence de leucine
ou d’alanine diminue l’affinité de Lrp pour la région régulatrice de foo. Une étude sur
l’opéron dadAX a démontré que tous les sites de fixation de Lrp ne sont pas tous sensibles
aux acides aminés (Zhi et al., 1999). Donc, il serait intéressant d’identifier les séquences de
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fixation de Lrp et de Fool au niveau des régions régulatrices de foo par empreinte
génomique puis d’analyser la capacité des acides aminés à diminuer la fixation de Lrp, de
Lrp-FooI. D’après Hernday et aï., des expériences non publiées soulignent l’importance de
la topologie de l’ADN dans l’expression de l’opéronpap. Des travaux menés par Tessier et
aï. sur les promoteurs divergents defoo et defool, confirment cette notion (Tessier et aï. en
préparation). Lrp a aussi pour rôle d’organiser la structure du chromosome bactérien (Calvo
et Matthews. 1994; Newman et Lin, 1995). La modification par la leucine ou l’alanine des
hexadécamères de Lrp en octamères (Chen et Calvo, 2002) pourrait modifier la compaction
de la séquence interagissant soit avec des hexadécarnères soit avec des octamères et donc
perturber l’accessibilité à l’ARN polymérase.
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CONCLUSIONS.
En conclusion, cette étude a permis de caractériser le mécanisme de la variation de
phase régissant l’opéron cÏp. Ce mécanisme est très proche de celui de l’opéronpap, mais il
diffère par la sensibilité à la leucine et l’alanine. Nous avons démontré que deux modes de
répression par ces acides aminés s’exercent sur cÏp : d’une part par une diminution de
l’affinité de Lrp en présence d’alanine pour les sites nucléotidiques permettant la phase ON,
et par probablement l’encombrement stérique des octamères de Lrp liés à la leucine
empêchant l’interaction entre l’ARN polyrnérase et le promoteur de ctp ; d’autre part, par
un autre mécanisme impliquant ClpB, ce mécanisme n’agit pas sur la variation de phase
mais sur la transcription de base de clp. Nous avons démontré que l’alanine et la leucine
répriment de façon similaire la transcription de foo mais que certaines différences par
rapport à cÏp existent: il ne semble pas exister de mécanisme de répression de fào
indépendant de Lrp, de plus, l’opéronfoo est plus sensible que clp puisque à 1.5 mM on
constate une nette répression de l’expression de foo en présence d’alanine et de leucine
alors que pour cÏp c’est à 5 mM que l’on observe cette répression. De plus, le mécanisme
de variation de phase contrôlant l’activité du promoteur defoo est beaucoup plus favorable
à la prodcution de cellules en phase-ON que celui de cÏp et pap. Il semble aussi que la
protéine Fool ou que les différences de séquences des sites de fixation de Lrp puissent être
responsables de la plus grande rapidité de transition de phase par rapport aux opérons cÏp et
pap. Fool n’est pas requise pour l’action négative des deux acides aminés. Ce travail a aussi
démontré que d’autres conditions enviroirnementales régulent la transcription des opérons
foo et clp : la température, la richesse du milieu nutritionnel, la pression osmotique et le pH
doivent être identiques aux conditions rencontrées dans l’hôte dans le compartiment
sanguin ou dans l’intestin pour permettre l’expression optimale de ces opérons. Ainsi Le
mécanisme de répression des opérons foo et cÏp par l’alanine et la leucine semble être une
voie prometteuse en vue du développement d’une stratégie thérapeutique avec l’utilisation
directe de ces composés comme traitement préventif de septicémie et diarrhée chez le veau
et le porcelet.
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ANNEXE 1: EFFET DES CONDITIONS ENVIRONNEMENTALES SUR
L’ACTIVITE DU PROMOTEUR DE FOOT.
Voici les résultats des tests de l’effet de la leucine, de l’alanine, du glucose et du LB sur
1’ expression du promoteur de fooL
Phénotype I Fréquence de transition activité b-gal % deMilieu detype de souche Génotype . I de la colonie a I colonie
de départ
croissance ‘ ON to OFF OFF to ON par colonie
Mg-glycérol ON 6 x j O 146 ± 29 86.0
OFF 1.7 x 1 0.2 40 ± 3 42.3
M9-glycérol ON 398 x 1O2 63 ± 17 1.7
fool-IacZ + leucine OFF 7.91 x 1 0 11 ± 2 0.2
MC4100.203 Lrp+ Fool+
FooB+ M9-glycérol uniforme - - 30 ± 4
-
+ alanine
Mg-glucose uniforme
-
- 42 ± 9
-
LB uniforme
-
- 37 ± 7
-
Mc41oo.Rs551b témoins négatif Mg-glycérol uniforme
- - 8 ± 1
-
DL844 RS551 b témoins négatif Mg-glycérol uniforme
-
- 9 ± 1
-
Tableau Al Phénotype de la variation de phase, fréquences de transition et activité 1-
galactosidase du promoteur de /àoL
a
exprimé en unités Miller. b Souche lysogène lambda portant la séquence d’ADN
recombinée du plasmide pRS55I.
L’expression dejàol est réprimée en présence de leucine. d’alanine, de glucose et LB
comme l’opéron foo. La variation de phase de /bol est bloquée en présence d’alanine, de
glucose et de LB, mais pas en présence de leucine. Contrairement à l’opréon foo, on
observe une diminution sginificative du nombre de colonie ON en présence de leucine.
Cette diminution est due à Faugmentation de la fréquence de transition de la phase ON à
phase OFF (7 fois) et à la diminution de la fréquence de transition de la phase OFF à phase
ON (215 fois). En M9-leucine, comme il ne reste que très peu de cellules exprimant fool
(1.7 %) il est probable que FooT ne soit pas nécessaire à la variation de phase de l’opéron
foo qui elle est inchangée et permet d’avoir 92 % de cellule en phase ON. En présence de
glucose, la variation de phase defoo est inchangée alors que celle defool est bloquée.
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ANNEXE 2: CONSTRUCTION ET PURIFICATION DES PROTEINES DE
FUSION CBP-FooI, CBP-FooB, CBP-CIpB
Pour purifier les protéines Fool, FooB, et C1pB nous avons construit des protéines
de fusion avec un petit peptide, CBP ou « Calmoduline Binding Peptide », qui présente une
forte affinité pour la calmoduline en présence de Ca2. La purification s’effectue à l’aide
d’une colonne d’affinité sur laquelle de la calmoduline est fixée. Par la suite, on peut retirer
le CBP de la protéine de fusion par clivage spécifique de la liaison peptidique joignant CBP
à la protéine (Fig. A). Ainsi, la digestion par I’entérokinase de la protéine de fusion a
permis de séparer les protéines Fool et FooB de CBP, mais ceci n’a jamais été testé sur
CBP-ClpB car nous n’avons pas réussi à purifier cette protéine de fusion.
Nous avons utilisé un kit commercialisé par Stratagene. Le gène codant pour la
protéine choisie a été cloné dans le plasmide pCAL-n-EK, portant un gène codant pour
CBP, ce gène étant sous le contrôle d’un promoteur inductible par l’IPTG. A la suite du
gène codant pour le CBP, se trouve une petite séquence codant pour le site de
reconnaissance de la protéase entérokinase (EK). Le gène codant pour la protéine à
synthétiser a été cloné sans son promoteur juste après le site EK, en phase avec le gène
codant pour le CBP. Le plasmide ainsi constitué a été introduit dans des E. cou
BL2Y(DE3)pLysS compétentes. Le plasmide présent dans ces colonies a été ensuite
séquencé pour vérifier qu’aucune mutation n’a altéré les gènes codant pour le CBP et la
protéine à synthétiser. La souche d’E. cou utilisée est délétée des gènes codant pour les
protéases, donc aucune dégradation protéique ne peut se produire dans cette souche. En
présence de 2 mM d’IPTG, les bactéries recombinantes ont synthétisé les protéines de
fusion en quantité importante. Les niveaux de croissance bactérienne devant être atteints
pour induire la production des protéines ainsi que les temps d’incubation après induction
requis pour avoir une synthèse maximale sont indiqués dans le tableau A2 suivant
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Protéines fusioirnées avec CBP FooT FooB CYpB
0D600
entre 0.3 et 0.5 entre 0.3 et 0.8 entre 0.3 et 0.5
pour ajouter I’IPTG
Temps d’incubation 4 h 6 h 6 h
après l’ajout de l’IPTG 0D600 de 1 0D600 de 1.3 0D600 de 1.3
Tableau A2 Niveau de croissance bactérienne et temps d’incubation requis pour la
surproduction des protéines de fusion CBP-FooL CBP-FooB et CBP-C1pB.
Une fois l’incubation finie, le culot bactérien a été resuspendu dans 30 ml de tampon
A (50 mM Tris T-ICi pH 8, 150 mM NaC1, 1 mM Imidazole, Ï mM Acétate de magnésium,
2 mM CaC17) auquel a été ajouté 100 iM de PMSF, 1 mg/rnl de lysosyme. Puis, les
bactéries ont été cassées à la presse de French (700 unités). La dégradation de l’ADN et de
l’ARN a été réalisée pendant 15 min en ajoutant 10 ig de RNase et 5 ig de DNase. Après
centrifugation (20 min à 15000g). le surnageant a été mélangé avec la résine calmoduline
50 % équilibrée, pendant une nuit. Le mélange surnageant-résine calmoduline a ensuite été
placé dans une colonne en polypropylène (Qiagen). Suite au lavage de la résine avec 80 ml
de tampon A, l’élution des protéines de fusion a été réalisée avec 20 ml tampon B (50 mM
Tris HC1 pH 8. 150 mM NaCI. 2 mM EGTA) (Fig. B). 200 111 de tampon TG50ED ont été
rajoutés à chaque tube contenant 1 ml d’élution, ce tampon étant indispensable pour
conserver les protéines chimères sous forme native. Le clivage par l’entérokinase pour
détacher le CBP de la protéine a été réalisé tel qu’indiqué par le manufacturier (Affinity
LIC Cloning and Protein Purification de Stratagene).
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Résine calmoduline
Ca
CBP
Protéine
Contaminant
À EGTA
Fig. Ai: Schéma de la purification par chromatographie d’affinité des protéines de fusions
CBP-FooI et CBP-FooB.
(A) Le tampon A permet l’interaction entre la résine calmoduline et la protéine de fusion
car il contient des ions calcium. Les lavages successifs avec le tampon A permettent
d’enlever les protéines contaminantes. (B) Le tampon d’élution contient de l’EGTA qui
chélate les ions calcium, détachant ainsi le CBP de la calmoduline.
B. Elution
+ EGTA
A. Fixation et lavages
extrait protéique
ct
Jr
4
xxv
ANNEXE 3: PRODUCTION ET PURIFICATION DES ANTICORPS IGY
ANTI-FOOI ET ANTI-LRP.
Immunisation des poules
Pour chaque poule 650 mg de protéine purifiée, clivée, mélangé à un volume égal
d’adjuvant de Freund incomplet, a été injecté à une poule pendant un mois et demi à toutes
les deux semaines d’intervalle. Les oeufs ont été récupérés chaque jours pendant trois mois
et conservés à 4°C.
Protocole dextraction des anticorps d’oeufs.
Avec une seringue, le jaune d’oeuf est aspiré sans prendre le vitellus, on obtient
environ 10 ml par oeuf. Mélanger (vortex) 30 à 60 secondes un volume de jaune d’oeuf avec
1 volume de PBS 1 X. Ajouter deux volumes de chloroforme, et mixer jusqu’à l’obtention
d’une pâte blanchâtre. Centrifuger 15 min à 10000 trs/min (rotor SS34 de SORVAL).
Récupérer le surnageant contenant les anticorps (IgY) et le conserver au congélateur.
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ANNEXE 4: ABSORPTION ET METABOLISME DE LA LEUCINE ET DE
L’ALANINE CHEZ E. COLT.
E. cou est capable de synthétiser tous les acides aminés dont elle a besoin, lorsqu’elle
ne peut en absorber du milieu de croissance.
Les acides aminés entrent dans le périplasme par diffusion passive et vont se lier à
certaines protéines de la membrane interne pour être transporté dans le cytoplasme. Trois
systèmes de transport de la leucine ont été identifiés LIV I, LS, LIV II. La transcription
des gènes codant pour LIV I et LS sont réprimés par Lrp, la leucine renforce l’action de
Lrp, et est sensible au choc osmotique. LIV I permet le transport des trois acides aminés
branchés qui sont la leucine, la valine et l’isoleucine, alors que LS transporte
spécifiquement la leucine. Les systèmes de transport LIV I et LS nécessitent de l’énergie
pour fonctionner, ils sont couplés à l’hydrolyse de l’ATP (Umbarger, 1996; Rahmanian et
aÏ., 1973). LIV II transporte les trois acides aminés branchés, et la transcription de ces
gènes n’est pas réprimée par la leucine et est insensible au stress osmotique. LIV II semble
couplé à l’utilisation des protons (Rahmanian et aÏ., 1973). Le transport de L-alanine à
travers la membrane interne, se fait par l’intermédiaire de deux systèmes : LIV I, et un autre
système non identifié, mais qui permet aussi l’absorption de D-alanine, de glucine et de D-
sérine (Robbins et Oxender, 1973).
Biosynthèse de L-alanine
Il existe trois voies de biosynthèse de la L-alanine (Fig. ) (Reitzer, 1996)
- la racémisation, qui permet la production de la L-alanine à partir de la D
alanine. Deux enzymes codées par dadX et air ont cette fonction chez E.
cou.
- la transamination, c’est le transfert du groupement aminé d’un résidu
aminé donneur vers un métabolite accepteur pour obtenir un autre acide
aminé. Deux transaminases impliquée dans la production d’alanine ont
été mises en évidence. La transaminase C (codée par avt) utilise la valine
et la GTP « glutamic-pyruvic transarninase » (codée par ata3) utilise le
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glutamate comme donneur du groupement aminé. L’enzyme GTP est peu
requise pour la biosynthèse d’alanine par E. cou.
- Une troisième enzyme est impliquée dans la production d’alanine, elle est
codée par le gène aÏaA.
A
D-alamne 4 L-alanine
B L-valine1 ,,.+ pynivate
cL-cétoisovalénlte 4”‘k. balanine
C gIutante 4.. ,._4 p.vruvate
Œ-céluglutarate 4”‘k L-alanine
Fig. A2 : Schéma des voies de biosynthèse de L-alanine chez E. cou.
(A) Racémisation. (B) (C) Transamination.
Biosynthèse de la L-leucine
Il existe une seule voie de biosynthèse de la L-leucine. La production de leucine
nécessite l’utilisation du précurseur de la valine, qui est l’a-cétoisovalérate. Les voies de
biosynthèse de la valine et de l’isoleucine et de la leucine utilisent des enzymes communes
(Fig. 1$). Une régulation complexe contrôle la biosynthèse des trois acides aminés branchés
en réponse au conditions environnementales. En effet, la présence d’un des trois acides
aminés branchés dans le milieu de culture va entraîner un rétrocontrôle négatif réprimant de
la transcription de 1ÏvBAÇ iÏvGM et ilvIH qui codent pour trois isomères de la première
enzyme commune, acide acétohydroxy synthase, ainsi que l’expression de iÏvD codant
l’acide dihydroxy déshydratase qui est la troisième enzyme commune à la biosynthèse de
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11e, Val et Leu. De plus les trois acides aminés répriment aussi la transcription de ilvE qui
code pour la transaminase B, dernière enzyme nécessaire à la biosynthèse de l’isoleucine,
de la valine et de la leucine.
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10 Acétyl CoA CoA
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- HO
dinthyIcitraconate
Pyru’ate
Ho1r
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Ç-LsopmpyhTIate
NAD
NA1I-I+ W + C02
Œ-cétoiscaploate
Fig. A3 : Schéma des voies de biosynthèse de l’isoleucine. de la valine et de la leucine.
Les gènes codant pour les enzymes ainsi que les enzymes sont indiqués en rouge. D’après
Umbarger, 1996.
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CS31A produccd by septicemic and diarrheic Escherichia cati betongs to the Pap-regutatory family of
adhesive factors, which are under methylation-dependent transcriptional regulalion. Common features of
operons encoding members of this family include two conserved GATC sites in the upstream regulatory region,
and transcriptional regulators homologue to the PapB and PapI proteins. Methylation protection of GATC
sites was previously shown to be dependent on the leucine-responsive regulatory protein (Lrp). Lrp and ClpB,
the PapB equivalent, repressed clp basal transcription. A PapI homologue (Maf) was required together with
Lrp to establish the phase variation conirot, which gave rise to phase-ON celis that expressed CS31A and
phase-OFF ceils that did flot express CS3IA. In phase-OFF cetls, the GATCdISt site vas methylated and the
GATCpr0x site was protected from methylation, whereas in phase-ON cells, the inverse situation was found.
Unlike Pap fimbriae, CS31A synthesis was dramatically reduced in media containing L-alanine or L-leuCifle.
L-Atanine prevcnted the OFF-to-ON switch, locking clp expression in the OFF phase, whereas c-leucine
repressed transcription without obvious effect on the switch frequency of phase variation. In phase-variable
cells, leucine and atanine promoted methylation of GATC,, and methylation protection of GATCpr,,,, increasing the methylation pattern characteristic of repressed ceils. furthermore, alanine prevented the AfaF
dependent methylation protection of GATCdI and thus the appearance of phase-ON cells. In addition,
analysis of clp expression in a Lrp-negative background indicated that alanine and leucine also repressed ctp
transcription by a methylation-independent mechanism.
Lrp (leucine-responsive regulatoiy protein) is a global tran
scriptional regulator of metabolism in Escherichia coli. It af
fects the expression of a number of operons involved in amino
acid biosynthesis and degradation, nutrient transport, and for
mation of fimbriae. Many of these operons are also subject tu
control by leucine and alanine. AIl the possible regulatory
patterns in response to Lrp and leucine have been demon
strated. Lrp positively regulates some operons and negatively
regulates others. In each category, leucine antagonizes the
action of Lrp on certain operons and potentiates it on other
operons. Some other positively or negatively regulated operons
are insensitive tu leucine. In a number of cases, alanine has
been shown tu have a similar effect tu leucine (for reviews, see
references 7 and 31). It has been shown that leucine antago
nizes the activating action of Lrp on itvlH and gttBDf promut-
ers and the repressive action of Lrp on the lysU promoter by
reducing the aflinity of Lrp for its binding sites (13, 25, 37). Ta
explain why some operons are insensitive tu leucine even when
the cell contains enough leucine to bind to Lrp, Ernsting et al.
suggested that the effect of leucine on positively regulated
genes depends on the effective in vivo concentration of Lrp
(13). At high Lrp concentrations, Lrp binds to the promoters
regardless of the presence or absence of leucine, whereas at
low Lrp concentrations, the activities of these promoters is
Corresponding author. Mailing addrcss: Laboratoire dc Microbi
ologie, Institut National dc la Recherche Agronomique, 63122 St
Genôs-ChampancOc, France. Phone: (33) 4 73 62 4247. Fax: (33) 4 73
62 45 $1.
leucine sensitive. 1f Lrp binds to different promoters with dif
ferent affinities, the target genes with the lowest affinity for Lrp
are the must sensitive tu leucine. However, such a model dues
flot explain how leucine can potentiate the action of Lrp.
Regulation of expression of fimbriae belonging to the P
regulatory family involves Lrp, which directly interacts with
another regulatoiy protein encoded by the fimbrial operons, a
Papi homologue. Expression of ah the operons so far studied
belonging tu this family is insensitive to teucine, except for the
clp and fou uperons encoding CS31A and f1651 fimbriae, re
spectively (19, 28). fimbrial operons belonging to the P-regu
latoiy family share important regulatory features. They are
subject to phase variation control (except fae, encoding K88),
defined as the ability of celis to switch in a reversible manner
between fimbriated, phase-ON cells and afimbriated, phase
OFF celis. Lrp and a PapI homologue are required fur the
switch to occur (20, 26). The Lrp target regulatoiy region
contains two GATC sites that are spaced 102 or 103 bp apart.
The differential methylation status of these sequences deter
mines the binding of Lrp, because Lrp binds onty nonmethyt
ated or hemimethylated GATC sites (34). PapI or ifs homo
logues have the capacity to displace Lrp from une binding site
tu another (24, 33). The activity of the promoter depends on
the binding of Lrp, since Lrp activates expression when bound
to certain sites and represses expression when bound tu others
(33, 38, 40). AIl operons also encode a PapB homologue that
appears to play a dual rote in the controt ofpap expression.
Low levels of PapE activate papi transcription, whereas high
levels suppress papBA expression (3, 18, 42). Distinct regula
886
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AATATTTTTTTAAcTHAAAflcATAUUATATGAAAAGTGTGAcATTnUTGATGAAAATcTAAATTAAcGCAAAAAACTTTATCTGGAATGCAATTTTGATTTTTTTGTTflAGACGATC7flflATCTGTGATflTTGTGT-F-J-ÏTflG GTGGCflTTGCTGflGTTTGTTGTTmGTGGTnAyrTGTrGTTGATGTTTGTm--GTAGTTGTAGArcGnAAATTAGTGTTTTTCGCTATAAAACATCGTGATAATCTTCGCTGCAGMAACAGGACGGCMCAGAGTGMTACGTTTTTGflATCGGGGTATGTCGTCTnTTGGycTGGnATATucTGGAATGGATAT ATG AGC * cIpBMet Set
FIG. 1. The ctp regulatoiy region, sequences surrounding the clp operon, and operon fusion constructs. Thc nucleotide sequence of the cipregulatoty region is shown at the top, with the GAIC sites in bold. The GenBank accession number for this sequence is L48184. The organizationof DNA surrounding the clp operon is shown below the regulatorv rcgion. Boxes with arrowheads indicatc the positions of sequences with highhomologies 10 sequences present in data banks as found using the BLASTn program (National Center for Biotechnology Information). The operonfusion constructs are shown in expanded scale al the bottom. The clpB gene is truncated in X15 (black box) and is entire in X6 (hatched box).P indicates the putative ctp promoter.
toty features can also be observed between members of the
P-regulatory family. Nul! mutations in the trp gene reduce the
transcription of some operons, such as pap,pef,sfa, anddaa (4,
32, 39), and increase the transcription of others, such as clp or
fac (22, 28). PapI homologues activate the transcription of pop,
sfa, daa, and foo (33, 39) and repress the transcription ofpeLfac, and clp (22, 28, 32).
CS31A, encoded by the ctp operon is produced by septicemic
anti enterotoxigenic bovine (9, 16) and human (23) E. cati
strains. In E. cati reference strain 31A, CS31A is encoded by ahigh-molecular-weight plasmid called p3lA. Œ3 lA mediates
adhesion to Caco-2 anti Int-407 cells (12, 23), is required forfull bacterial virulence in the rat modet, anti protects bacteria
from phagocyfosis by bovine polymorphonuclear neutrophils(J. P. Girardeau, personal communication). In the absence of
phase variation, i.e., in the absence of a PapI homologue in the
cells, Lrp and the specific regulator CIpB negatively control
the basal ctp expression. Under these conditions, GATCdj.a S
methylated whereas GATCpr0x is protected from methylation.
Lrp, but not CIpB, is required for methylation protection
of GATCpr05. Methylation is required for repression (28).
Leucine and alanine dramatically reduce CS31A production(16, 29). We have previously shown that alanine represses
basal clp transcription twofold in the absence of a PapI homo
logue and inhibits phase variation in ifs presence (28).
In this study, CS31A phase variation was examined using
Afaf, a Papi equivalent. The influence of AfaF anti Lrp on the
methylation patterns and their role in phase variation were
investigated. The influence of leucine and alanine on clp ex
pression and on the methylation pattern was examined. As
emphasized by Blomfield, changes in phase variation as op
posed 10 steady-state control could have different outcomes on
fimbriae production (la). Thus, we tried to distinguish the
effect of leucine and alanine on each process by studying the
steady-state expression (i.e., the basal transcription) and the
phase variation in the absence and presence of MaF.
MATERJÀLS AND METHODS
Bacterial striOns and media. E. cvii strains MC4IOO.X6, MC4100.X15,
DL844.X6, and Dl.B44.?U5/I contain a single chromosomal copy oI cip-IacZYA
fusion (Sec Fig. I). The X6 lysogens contain art entire functioal clpB genc,
whcrcas cipB s truncatcd in the X15 lysogens (28). DL$44.XI5Il was constructed
as previously dcscribed 10 replace DL844.X15 (28). The PCR assay describcd hy
PoweIt et al. (36) was uscd ta verify tirai tire four sIrains containcd single
lysogens. By this method, thc DL244.X15 strain uscd in a previous study (25) was
shows b harbor more than one copy 0f the prophage, which was not detecicd hy
tire X Lerminase test (2) that was uscd prcviously. DL244 s an Lrp.ncgativc
o
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sogenic MCI 100 aIrain (5). ptrfi and pCLlt99 are multicopy reconibinatit plas
nids dcrivcd [rom ptrc99A (Pliarmacia lliotcch) md express afiiF md dpi?,
respectively, tinder thc control of the Ire promoter (28). Luria-flertani broth,
I.tiria-Bcrtttnt agar, M9 minimal broth, md M 9 mmii ml Igar were pi ep;mred hy
tue mcthod ot Millet (30). Glycerol as carbon source was addcd at 0.2% (wUvol).
Siipplements, when approprmate, wcre uscd mit the following concetitrations:
5-bromo-4-chloro-3-indoIyI-3-o-gatactopyranosmde (X-Gal), 41) ig m1 t; isopro
pyl-3.o-thiogalactopyranoside (IPTG), t mM; -Icucinc or c-ataninc, 5 mM;
ampicillin, 50 ag ml’; and kanamycin, 50 .rg mI* Isoleucine (0.4 mM) and
valine (0.6 mM) wcre added to media containing 5 mM Icucine. Cultures of
strains harboring ptrfl were donc without IPTG to avoid too high an expression
of afaF.
Msay of .gaIactosidase activity. A single bacterial colony picked on M9-
glycerol agar plates containing X-Gal was uscd 10 inoculate an overnight culture
n M9-glycerol medium. This culture was diluted 50-fold, grown to logarithmic
phase (optical density al 600 nm, 0.5 to 0.8) in M9-glycerol medium supple
mncnted with amino acids as indicatcd. Cultures wcre assayed [or 3-galactosidase
activity as described previously (30). For strains showing phase variation, ON
(blue) or OFF (white) colonies were picked from M9-glycerol—X-Gal plates as
starting material for assays of activity of ON and OFF cultures, rcspectively.
Each experiment was donc in duplicate al lcast five times.
Calculation of the switch frequency. Lysogen strains were inoculated onto M9-
glycerol—X-Gal plates supplemented with L-leucine or c-alanine or left unsupple
mcnted. Colonies showing a uniform phenotype were rcsuspended in M9 salts.
Appropriate dilutions were spread onto the same medium as the parent colony.
Afler growth, the colonies were scored for a light blue or dark blue phenotype.
Tise switch frequencies were calculatcd using the formula (M/N)/g, where M in
the number of ceils that underwent phase transition. N is the total number of
cells evaluated, and gis the total number of generations, estimated to be 25, that
gave risc 10 the colony.
DNA sequencing. For scquencing of DNA regions adjacent to the clp opcron,
the genome walker kit from Clontech Laborstories was uscd. p3lA DNA was
digested by restriction endonucleases that generate blunt ends and ligated to the
adaptors provided in the kit as specified by the manufacturer. PCR amplification
( using the adaptor primer and a dp-specific primer allowed sequencing of un
known DNA fragments adjacent to clp without previous cloning. Templates for
DNA sequencing were prepared using a PE Applied Biosystem dye terminator
cvcle-sequencing kit. Products were analvzed on an ABI Prism 310 DNA se
quencer. Oligonucleotides were [rom Eurogentec or MWG Biotech.
DNA hybridizations. For chromosomal MC4100.X6 DNA purification, a single
blue or a single white colony was picked from M9-glycerol—X-Gal agar, resus
pended in M9 salts, and used w noculate three fiasks containing the appropriate
medium. Isoteucine (0.4 mM) and valine (0.6 mM) were added to the medium
containing 5 mM leucine. Chromosomal DNÀ was isolated from overnight cul-
turcs using the DNeasy tissue kit (Qiagen). Aliquots 0f the cultures used for
DNA purification were plated on the corresponding medium to calculate the
percentage of ON celis. Digestions with restriction endonucleases MboI and
Dpnl were performed as specified by the manufacturer. DNA restriction frag
ments wcre separated by electrophoresis on 1.5% agarose in TBE buffer and
transfcrred to a nylon membrane (Hybond N±; Amersham Biotech) in 20X SSC
(0.3 M sodium citrate, 0.33 M NaCl [pH 7.0]) using a vacuum btotter (Appli
gene). Transfer was carried ouI aI 4.5 kPa for 60 min. DNA fragments were
cross-linked 10 the fitter with UV light by using a Spectrolinker (Spectronics
Corp.). The filter svas probed with digoxigenin-labeled DNA (240 bp) generated
by PCR using the PCR 01G probe synthesis kit (Roche) and primers RU
(5’-CCTGTI7GATTTCGTGC-3’) and RD (5’-CfGCAGCGAAGAT1ATC-
3’). Hybridization was detected by chemiluminescence using CDP-Star (NEN) as
a substrate for alkaline phosphatase. Quantification was performed by densitom
etry analysis using the Diversity DataBase software [rom Bio-Rad.
RESULTS
CS31A phase variation. To analyze CS31A phase variation,
we attempted to clone the clp papi homologue. By analogy to
other fimbrial operons belonging to the P regulatorv family, we
supposed that the papi homologue would be present upstream
or downstream next to the clp operon. Howcver, nucleotide
sequencing revealed that diverse insertion sequences and
transposons flank the c/p operon up to 7.8 kb upstream and 4.6
tity to the futsctional clpB gcnc is present 3 kh dowoslrcam of
the clp operon but is isolated and also f]ankcd by insertion
sequcnccs or unknown scqucnces (Fig. 1). furthcrmore, mir
numerous efforts to clone thc papi homologite from plasmid
p3lA werc unsuccessful. PCR assays using ttfaf- or papi-de
rived primers failed b ampli’ a DNA fragment from p3 lA. A
p3lA DNA library was constructed and hybridized at high
stringency with a 400-bp afaF probe (28). Hybridization was
found only with a 65-bp sequence derived from an insertion
sequence. No more hybridization was found after deletion of
this sequence in the probe, even at low stringency. Transfor
mation ofp3lA in MC4IOO.X6 or MC4100.X15 failed to restore
phase variation. Either this gene indeed exists on p3lA and we
were not able to clone it, or CS31A phase variation is con
trolied by a PapI homologue encoded to a related chromo
somally located operon. We therefore decided f0 analyze
CS3IA phase variation by using in trans AfaF, the PapI homo
logue belonging f0 the afa-3 gene cluster. Ma-3 is a nonfim
brial adhesin (15) with a structural organization more closely
related to CS31A than to P-fimbriae. Maf was chosen because
the CIpB and MaA regulators (PapB homologues) have 60.6%
amino acid sequence identity (28). Furthermore, we have
shown previously that plasmid ptrf1, harboring afaf under the
control of the trc promoter, promotes phase variation when
introduced info E. cou strains harboring clp-IacZYA transcrip
tional fusions (28). Ta study transcriptional clp regulation, we
used different strains that harbor a single chromosomal ctp
IacZYA transcriptional fusion, with (X6 lysogens) or without
(XiS lysogens) an intact ctpB gene (Fig. 1). The fusions were
created either in MC4100 E. cou or in DL844 E. cou to provide
Lrp or Lrp backgrounds, respectively. As already demon
strated, uniform blue colonies arase by plating X6 orXl5 lysa-
gens on M9-glycerol plates containing X-Gal in the absence of
MaF (28). Table 1 shows that CIpB and Lrp regulated the clp
basal transcription even in the absence of the phase variation
contraI (i.e., in the absence of MaF): comparison ot DL844.X6
(493 MU) with MC4ÏOO.X6 (112 Miller units [MU]) showed
that Lrp played a repressive raie. Similarly, comparison of
MC4100.X15 (775 MU) with MC4100.X6 (112 MU) showed
that ClpB also played a repressive role, which was previously
demonstrated in MC4100.X15 complemented in trans by
pCLB99, a multicopy plasmid expressing clpB under the con
trol of the trc promoter (28). It is flot clear why the transcrip
tion was not totally derepressed in the DL844.X15/1 strain,
which lacks Lrp and CIpB (see Discussion). ASter the plasmid
encoding MaF was introduced info the strains, phase variation
occuned only in the Lrp backgrounds, with emergence of a
majority of white colonies among the blue ones, indicating a
global repressive effect. Measurements of the ]3-galactosidase
activity of Lac (phase-ON) and Lac (phase-OFF) colonies
are reported in Table 1. Transcription was highly repressed in
phase-OFF cells (18 and 38 MU in ClpB and ClpB strains,
respectively). When MaF was overexpressed due ta the addi
tion of 1 mM IPTG to the growth medium, the colonies pre
sented a uniform Lac phenotype on M9-giycerol—X-Gal agar
plates, indicating that transcription of clp-tacZ vas completely
inactive (data not shown). Without Lrp, transcription was
locked in the ON phase [DL844.X6(ptrfl), 338 MUj. Thus, Lrp
was required for repression of the promoter and emergence of
phase-OFF cells. However, when we took into account thekb downstream. An open reading frame presenting 44% iden
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TABLE I. Trmscription levels of ctp-lacZ)4 o ditterent media itoU dil1erent genctic hackgrounds
. Grnvth Startirig Switcli IrcOtiuflc3 iGaIct0Sicl5SC 0f phase—
Slr.nn Genotype
..
.
-
mcd,uiii coh,ny ON to OFF OFF o ON actlvltv (MU) ON eclis
MC4IOO.X6 dpi] lrp ufrif M9 U” 112 ± 9M9-alanine U 36 ± 3M9-leucinc U
- 53 ± 7
MC4IOO.X6(ptrfl) clpfl 1rp afaP M9 Phase ON 3.16 X 10_2 87 ± 21 21.1Phase OFF 1.47 X i0 18 ± 5 3.68M9-Icucinc Phase ON 3.24 X 10_2 10± 3 19.12Phase OFF 1.81 X i03 $ ± 3 4.53
Dl_844X6 clpB” lrp afaf M9 U 493 ± 59M9-alaninc U 197 ± 39M9-leucine U 250 ± 3
DL844.X6(ptrfl) clpB lrp afaf M9 U 338 ± 57M9-alanine U 163 ± 33M9-leucine U 200 ± 66
MC4IOO.X15 ctpBlrp’afaf M9 U 775±60M9-alanine U 170 ± 20M9-leucine U 23$ ± 71
MC4100.X15(ptrfl) dpi] lq’5 afaF M9 Phase ON 2.37 X 10_2 336 ± 144 40.35Phase OFF 1.15 X 3$ ± 11 2.96M9-alanine U 11 ± 4M9-Ieucine Phase ON 2.64 X 10_2 152 ± 30 33.6Phase OFF 1.16 X 1t)’ 31 ± 4 2.91
DL844.X15/1 dpi] lrp afaf M9 U 276 ± 36M9-alanine U 202 ± 2$M9-Ieucine U 295 ± 47
DL844.X15/1(ptrfl) dpi] bp afaF M9 U 27$ ± $1M9-alanine U 221 ± 44M9-leucine U 290 ± 26
Glycerol is the carbon source. Media containing leucine are supplcmentcd with isoleucine (0.4 mM) and valine (0.6 mM).“U, uniform phenotype ot the colonies.
Resuits are thc means standard deviations of at least five independent experiments made in duplicatc.
fraction of phase ON cells in the MC4IOO.X6(ptrfl) colonies, il
appeared that the transcription level of phase-ON celis vas
higher than in the absence of Afaf (87 MU for 21% of phase
ON-cells versus 112 MU for 100% of phase-ON celis). Since
Afaf had no regulatory effect in an Lrp background [Table 1,
DL844.X15/1 versus DL844.X15/1(ptrfl)], our data suggest that
AfaF modulated the regulatory activity of Lrp by increasing ils
repressive effect in a large fraction of ceils (phase OFF) and
by conferring to it an activating activity in the remaining
fraction (phase ON). In contrast, ClpB was not required for
the phase variation_to occur. The ClpB-dependent repres
sion was still effective in phase-ON cetts [compare
MC41 00X6(ptrfl) to MC4100.X15(ptrfl )}. However, results
obtained with MC4100.X15(ptrfl) were difficult to analyze:
while Lac colonies were really white, I_ac” colonies presented
alt the gradations of blue, leading to a fraction of phase-ON
cells in a Lac colony that varied greatly from one experiment
to another [which was flot the case for MC4IOO.X6(ptrfl)],
ranging from 6 to 78%. Sueh a variability has already been
observed in Salmonelta enterica serovar Typhimurium popula
tions expressing Pef fimbriae (32), but it remains unexplained.
Enfluence of leucine and alanine on ctp expression. Because
tive to leucine and alanine, we analyzed in further detail the
effect of these amino acids on clp transcription. Manioc abol
ished ctp transcription, locking cells in phase Off (Table 1). In
eontrast, leucine did flot dramatically alter the switch fre
quency of phase variation. We measured the 3-galactosidasc
activity in different strain backgrounds starting either from a
Lac or from a Lac colony grown on M9-glycerol—X-Gal
with L-alanine or L-leucine (Table 1). Alanine and, to a lesser
extent, leucine dramatically decreased clp transcription in
MC4100.X6 and MC4IOO.X15 strains in the presence and ab
sence of Afaf. Repression was also observed in the Lrp
C1pB (DL244.K6) backgrounds with and without Afaf. How
ever, in the simultaneous absence of CtpB and Lrp [DL244.X15(ptrfl) and DL844.X15J, neither leucine nor alanine repressed
clp transcription.
DNA methytation pattern anatysis. In the absence of Afaf(i.e., in the absence of phase variation), the GATCUkt site was
mcthylated and the GATC0r0x site was protected from methyl
ation in about 50% of the DNA molecules whereas both
GATCdkI and GATC0r0x sites were methylated in the remaining
50% of DNA molecules. This methylation pattern was similar in
ClpB and ClpB strains. In an Lrp background, both GATCCS31A is one of the only two known P-rclated fimbriae sensi sites were methylated in 100% of the molecules (28). By analogy
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FIG. 2. Analysis 0f the in vivo GATC methylation states of the clp regulatoiy region. A Southern blot of chromosomal DNA obtained fromMC4IOO.K6 (A) and MC41OOEX6(ptrfl) (B) grown in M9-glycerol (lanes 2, 3, and 17 to 20), in M9-glycerol plus alanine (lanes 4, 5, and 13 to 16),or in M9-glycerol plus leucine, isoleucine, valine (lanes 6, 7, and 9 to 12) is shown. For MC4YOOEX6, a colony grown on M9-glycerol was chosenat random among uniform colonies as the starting material. for MC4100.K6(ptrfl), a Lac and a Lac colony were used as the starting material.The DNA was digested with BanzHI plus EcoRI and either DpnI (D) or MboI (M). DNA hybridization was carried out with the digoxigenin-labeledprobe indicated in panel C by a horizontal dotted line. The digoxigenin-labeled DNA molecular weight marker VI (Roche) was loaded in lanes1 and 8. Its fragment sizes are indicated on the left. Size of DNA fragments that hybridized with the probe are shown on the right. (C) Schematicrepresentation of DNA fragments that may hybridize with the probe.
topap, it was concluded that Lrp was bound to the GATCpro sitein 50% of the molecules arid that the affmity of Lrp for GATCpr0xis stronger than for GATCd. To determine whether MaF,leucine, or alanine modifies the methylation pattem, we performed Southem analyses on MC4100.X6 and MC4100X6(ptrfl)DNA. Single colonies cultured on M9-glycerol—X-Gal were used[o inoculate M9-glycerol supplemented with the amino acids orleft unsupplemented. for MC4IOOX6(ptrfl), inoculation wasdone with either a Lac or a Lac colony. The correspondingpercentage of phase-ON ceits was calcutated. MC4YOO.X6
cells presented a uniform phenotype; therefore, a single
cotony was picked at random. DNA was digested with Dpnl,
C which cuts only methylated GATC sites, or Mbol, which cutsonly nonmethylated GATC sites, and hybridized with a
- digoxigenin DNA probe that encompasses the two GATC
sites (fig. 2). The resuits obtained (Fig. 2) are schematically
represented in Table 2.
In the absence of AfaF and the presence of alanine, fewerthan 40% of the DNA molecules presented methylation protection of GATCpr0x (Fig. 2; Table 2), suggesting that alanine
slightly lowered the affinity of Lrp for its target GATCpro site.Leucine altered the methylation pattern in the same way, butits effect was more drastic since only 25% of the DNA mole-
cules were protected from methylation on GATCpr0,c.In the presence of AfaF, the DNA molecutes from a Lac
colony cuttured in M9-glycerol—X-Gal showed methylatedGATCdSt sites whereas GATCprox sites were protected from
methylation. Since 94% of the colonies presented a Lac phenotype, we can assume that this methylation pattem is characteristic
of phase-OFF celis and that the method was flot sensitive enough
to detect molecules corresponding to fewer than 6% of the ceils.DNA molecules from a Lac colony presented two methylation
A) B)
Amino acid
- Ala Leu
Enzyme DMDMDM1033
Amino acid Ala Leu
-
Starting colony Lac- Lac Lac- Lac Lac- Lac
Enzyme
1033
—
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TABLE 2. Mcthylution pattcrns of the c/p rcgulatory rcgion
St.irtirig colony auci
LtOV.tI1 nicclitini”
Mcthylat kn
pattero”
P I
GATC5,,1 GATC,
P
GATC51 GATC
jtr j
GATÇ, GATC
P P
GATCce GATC
Pi
GATC5u GATC5,,
jir p
GATC GATC
p
GATC GATC
GATCdn GATCp,,,
GATC GATC
p
GATC1 GATC
p p
GATCd GATC
pi
GATCdu GATCp,o
I* P
GATCd, GATC
GATC GATC
p p
GATC GATC
I P
GATCdt GATC
The strain used s MC4100.k6 (CIpB Lrp’) harbonng or flot harboring ptrfl (AfaF and AfaF, respectively). The carbon source s glycerol. Media containing
leucine are supplemented with 0.4 mM isoleucine afld 0.6 mM valine.
h Stars indtcate methylation of GATC.
NA, flot applicable (ceils present a uniform phenotype).
pattems: 62% of the molecules showed the methylation pattem
characteristic of phase-OFF oeils, and 37% of the moiecuies
showed the opposite pattem, with GATCdt protected from
methylation and with methylated GATCpr05 sites. These pattems
correlated weli with the 56% Lac colonies and 44% 1_ac
onies observed in the culture. Thus, we can assume that the
characteristic pattern of phase-ON ceils is GATCdSt protected
from methyiation and GATCpr05 methyiated. Comparison of the
methylation pattems of the AfaF and AfaF oeils grown in
M9-glyoerol suggests that AfaF increased the affinity of Lrp for
GATCpr0,r, producing highly repressed phase-OFF cells, and
that in a smail proportion of cclls, AfaF aliowed Lrp binding
to GATCdI, producing activated phase-ON ceils. Together
with measurement of 3-galactosidase activities, our results in
dicate that maximal repression requires Lrp binding to
GATCpr0,t and maximal activation Lrp binding to GATCd.
When aianine was added to the growth medium, 100% of the
colonies appeared Lac. This phenotype correlated well with
95% of the DNA molecules presenting the methylation pat
tern characteristic of phase-OFF ceils and 5% being fully
methylated. Leucine had a less drastic effect on ctp transcrip
tion since phase variation still occurred. The Lac coiony pre
sented the same methylation patterns as the colonies cultured
in alanine and was composed of 95% of Lac ceils. The Lact
colony presented 12% Lac cells, and 13% of the DNA mol
ecuies showed the methylation pattem characteristic of
phase-ON ceils in addition to the two methyiation patterns
observed in the Lac colony. Comparison of the methylation
patterns with and without the amino acids shows that leucine
decreased and alanine prevented the AfaF-dependent methyl
¾ of DNA Ç, of Ltc ¾ ut Lac
rnolectilcs ceils relis
AfaF, M9
AfaF, M9-alanine
AfaF, M9-teucine
AfaF Lac, M9
Maf Lac, M9
Maf Lac or AfaF Lac” M9-alanine
AfaF Lac, M9-leucine
MaF Lac, M9-glycerol leucine
48.5 NA’
51.5
36.5 NA
63.5
24.5 NA
75.5
100 6
62 44
37
95
5
89 5
11
65
21 12
13
NA
NA
NA
94
56
100
95
88
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_..aton protection of GATCd. In consequcncc, alanine pre
(.Ç nted the emergence of phase-ON cclls. Furthermore. ala
nine increascd the methylation protection of GAT’Cpr,,x 50
95% of the DNA moiccules from AfaF ceils presented
OATCpr,x protected from methylation in the prcsencc of ala
nine instead of 62% in its absence.
DISCUSSION
CS31A, encoded by the ctp operon, belongs to the P-regu
latoiy family of flmbriae. Its expression is subject to a tight
control at the transcriptional level, mediated by the global
regulator Lrp, as welI as by two specific regulators, CIpB and a
Papi homologue, and is dramatically repressed by L-leucine
and L-alanine. Leucine bound to Lrp modulates the expression
of a number of operons by altering the affinity of Lrp for its
target sites. In some cases, alanine plays the same role as
leucine. The mode of action of leucine on operons subjeeted to
phase variation control, involving an Lrp binding protein of the
PapI family, lias not been investigated until now. The inten
sively studied pop operon is insensitive to leucine, and CS31A
and F1651 are the only two fimbriae of the P-regulatory family
known to be responsive to leucine and alanine. In this study,
we investigated the molecular mechanisms of the phase varia
tion control and the influence of leucine and alanine on clp
expression by analyzing their effects (i) on the clp promoter,
which is repressed by Lrp and CIpB independently of phase
variation, and (ii) on phase variation, which is mediated by Lrp
the Papi homologue Afaf.
Afaf vas used in this study because our numerous efforts to
clone the homologous PapI homologue from the p3iA virulence
plasmid were unsuccessful. These results suggest that p3lA does
not harbor a clp specific homologue to papI. The phase variation
control observed in wild-tvpe strains could resuit from a cross talk
between ctp and a chromosomal pap-related operon. Recently it
lias been shown that the reference strain 31A encodes P fimbriae
(1). Whether PapI encoded by this pap operon indeed cross
regulates clp transcription has not be yet investigated. Functional
complementation with heterologous PapI homologues has ai
ready been demonstrated: Peif expressed from a multicopy plas
mid activates papBA transcription in E. cou whereas it represses
pef transcription in S. ente,ica serovar Typhimurium (32), and
PapI, which is a positive regulator ofpap transcription, represses
K88 production, as does the homologous FaeA regulator (22).
SfaC and DaaF, controlling the production of S and f1845 6m-
briae, respectively, are also functional Papi homologues (17, 39).
Therefore, it was rational to assume that Afaf would regulate clp
expression in the same manner as would the homologous Clp
regulator.
A regulatory mode! for clp expression may be proposed (Fig.
3). We have shown previously that both GATC sites are meth
ylated in the absence of Lrp and that methylation protection of
these sites requires Lrp but does not require ClpB (28). By
analogy to Pap, we postulate that Lrp protects the GATC sites
from methylation and cannot bind methylated GATC sites.
Lrp presents n lower affinity for GATÇ1 than for GATCprc,,.
lie clp basa! transcription level is low due to the repression
“s, xerted by ClpB and Lrp, which is bound to GATCpr0. (Fig.
3A). Leucine and alanine decrease the affinity of Lrp for
GATCpr. and repress clp basal transcription by a noncharac
tcrized Lrp-independent rnechanism (Fig. 3B). AfaF, the Papi
homologue, is required for Lrp to hind GATÇ111 and increases
the atïinity of Lrp for GATCpr0x, so that phase variation cnn
occur. The methylation pattern characteristic of phase-ON
ceNs is GATÇ1.. protected from methylaUon ancl GATCpr,,
methylated (Fig. 3C), whereas the methylation pattern char
acteristic of phase-OFF celis is the opposite (GATCd meth
ylatecl and GATCpr0 protected) (Fig. 3D). Leucine lowers and
alanine prevents Lrp binding to GATCdI. Leucine and ala
nine thus appear as antagonists of AfaF for Lrp binding to
GATCdk(. By contrast, alanine nets in conjunction with Afaf
to increase Lrp binding to GATCprox, so that cells are locked
in n highly repressed OFF phase independently of ClpB.
Whether maximal repression by alanine also involves the Lrp
independent mechanism cannot be determined (Fig. 3E).
According to this mode!, a high level of transcription should
be expected in the simultaneous absence of Lrp, CIpB, and
AfaF (DL$44.X1511), but this was not the case (276 MU). It lias
been shown that pop transcription is highly repressed by H-NS
in the absence of Lrp (38). We could hypothesize that ctp
transcription is moderately repressed by H-NS or another un
identified regulatoiy protein in the absence of Lrp and ClpB.
This repression could be alleviated by Lrp or CIpB individually
but amplified by the simultaneous action of Lrp and ClpB.
Without Afaf, about 50% of the DNA molecules were
methylated on both GATC sites whereas in the other 50%,
GATCprox vas protected from methylation. Thus, under these
conditions ail GATCdSl sites were methyiated. A hypothesis to
explain this result is that Lrp by itself has no affinity for
GATCdkI and that Dam and Lrp bind equally to OATCpro, so
that at each replication cycle, Lrp binds to half of the
GATCpr0x sites. This pattern was not observed in the presence
of Afaf. Afaf by itself lad no direct effect on clp transcription.
Rather, it modified the affinity of Lrp for the GATC sites. In
phase-OFF cells, AfaF increased Lrp binding to GATCpr0x, 50
that this site was protected from methylation in 100% of the
DNA molecules, leading to n highly repressed state. In
phase-ON cells, AfaF allows Lrp binding to GATCdl. Thus,
Lrp plays dual roles as both an Afaf-dependent activator
(when bound to GATCdkL) and n repressor (when bound to
GATCpr0x) of cup transcription, similar to its role with the pap
operon (38). GATCdL and GATCpr0x could be considered
activator and repressor sites, respectively. However, pap ex
pression is totally abrogated in the absence of PapI (41)
whereas cup transcription is active in the absence of Afaf. High
levels of PapI increasepap transcription (34, 38), whereas high
levels of Afaf abrogate ctp expression. Similarly, transcription
ofpef (Pef pili in S. enterica serovar Typhimurium) is repressed
by Pefi, the PapI/Afaf counterpart (32). To explain these
differences, Hernday et al. (21) suggested that the binding of
Lrp topefsites around GATCd. would occur with the highest
affinity, with PefI facilitating the transition to the Off state by
movement of Lrp to sites around GATCpr0x. Clearly, this is flot
the case for cup, as demonstrated by our resuits. The differ
ences behveen clp and pop expression could, instead, be due to
different Lrp-binding sites, to divergent nucleotide sequences
surrounding the GATC sites, and to the different action of the
other regulatocy proteins on the promoter region. Indeed,
CipB is n repressor of clp expression whereas PapB at physi
ological levels lias no direct influence on thepapBÀ promoter.
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FIG. 3. Mode! for control of ctp expression bv Lrp, AfaF, ClpB, and alanine. D and P in open squares represent GATCd,, and GATCpr0x Sites.
respectively. B in a triangle represents CIpB. The minus sign in an oval indicates a repressive effect on clp basa! transcription. (A) I..ow level of
basal transcription in the absence of Afaf and alanine; GATC, is methylated, whereas Lrp is bound to GATC5,0; ClpB is bound near to the
promoter region. (B) Alanine represses the basal transcription independently of Lrp by an unknown mechanism and decreases Lrp binding to
GATC5r0r (C and D) AfaF bound w Lrp allows Lrp binding to GATCd in phase-ON cclls (C) and increases Lrp binding to GATCpro in
phase-OFF cells (D). (E Alanine prevents the Lrp-AfaF complex from binding to GATCd,, and increases its binding to GATCpr,,x, locking cells
in the Off phase.
Transcription of pop but not of ctp requires Lrp binding to
GATCdÏS (6, 38) and is highly repressed by H-NS in the ab
sence of Lrp (3$). In contrast, the clp promoter is moderately
active in the absence of Lrp, CIpB, anti AfaF, suggesting that
H-NS or another unidentified regulatoiy protein acts as a re
pressor of ctp expression Jess efficiently than does Lrp or CIpB.
Among fimbriae belonging to the P-regulatory family, onlv
CS31A and f1651 respond to leucine and alanine levels (10, 19,
2$). The synthesis of K99 and type I fimbriae is also sensitive
to leucine and alanine (11, 14). However, expression of these
fimbriae is controlled by a mechanism involving Lrp but is
distinct from that of members of the P-regulatory family, and
the mode of action of leucine and atanine is flot well under
stood. Two mechanisms by which leucine anti alanine repress
clp transcription were evidenced in this study. first, atanine
and leucine repressed the basal transcription about twofold in
the absence of Lrp, and this repression required CIpB (Table
1). Second, alanine and leucine altered the methylation pat
terns in the presence of Lrp, suggesting that they modified the
affinity of Lrp for its target sites: in the absence of Afaf,
alanine and leucine increased methylation of GATCpro (Table
2). This Ieads to an increase in the amount of fully methylated
DNA. However, tully methylated DNA is probably not associ
ated with the repression of ctp expression, since clp transcrip
tion is active in an Lrp-negativc background (Table 1). This
indicates that the twofold repression observed in the absence
of AfaF is due mainly to the Lrp-independent mechanism. In
the presence ofAfaF, alanine prevented and teucine decreased
the Afaf-dependent methylation protection of GATCdIS,
acting as antagonists of Afaf. In addition, alanine acted in
conjunction with AfaF to increase methylation protection of
GATCpr0x. These resuits suggest that atanine and leucine
decreased Lrp binding to the site with the Iowest affinity
(GATCdS[) and increased or had no effect, respectively, on Lrp
binding to the site with the highest affinity (GATCpro).
It bas been shown that leucine antagonizes the activating
action of Lrp on ilvIH and gttBDf promoters and its repressive
effect on the tysU promoter by reducing the affinity of Lrp for
its binding sites (13,25,37). Zhi et al. (43) have identified Li-p
binding sites in the dadAX promoter region. Lrp sites that
overlap the dad promoters are involved in repression, whereas
sites upstream of the promoters are required for activation.
Leucine and alanine, which activate dad expression, decrease
the affinity of Lrp to repressor sites while having littie or no
effect on the binding of Lrp to activator sites. The inverse
situation is found in clp expression: leucine or alanine, which
represse ctp expression, increase the methylation protection of
the repressor site (GATCpro) and dramatically reduce the
A C
B
Low level of transcription Phase ON
D
Repression
Phase OFF
High Repression
10)4 (ROSi LI’ AI.. J. ltA(ttdtIOI
methylation protection of thc activator site (OAï’C1). Sincc
nethylation protection s vcry prohahly duc tu Lrp hinding, in
hoth cases Icucine or alanine decreases the hincling of Lrp tu
low—allinity sites. l-lowevcr, in the case of clp, an extra protein
(AfaF) is requirccl to increase the aflinity of Lrp for thc re
pressor site, and lcucinc and alanine appcar as agonists of
AfaF. Direct interaction between leucine and Lrp has been
dcmonstrated (27), and Lrp mutations which cause Lrp to be
insdnsitive to leucine have been identified (35). It has been
shown that Lrp self-associates in vitro to form a hexadecamer
and an octamer and that leucine induces the dissociation of the
Lrp hcxadecamer to an octamer (8). The authors proposed a
moUd for operons for which the effects of Lrp are potentiated
by leucine: the Lrp octamer would bind with modcrate affinity,
and leucine would potentiate the effect of Lrp hy increasing the
amounts of leucine-bound octamers. However, the Lrp-medi
ated regulation of ctp expression is even more complex, since
Lrp binding requires an extra protein such as AfaF.
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TABLE 1. Transcription levels of clp-IacZYA in different media and different genetic backgrounds.
MC4 1OOEX15(ptrfl) clpB-,
trp+
afaF+
Phase-ON
Phase-OFF
U
Phase-ON
Phase-OFF
U
U
U
336 ± 144
I.15x1OE3 38± 11
11±4
152 ± 30
1.16x103 31±4
276 36
202 ± 28
295 ±47
DL844.X15/1 (ptrf1) ctpif
1rp
afaF
M9
M9 alanine
M9 leucine
278 ± 81
221 ± 44
290 ± 26
MC4100.X6
Strain Genotype Growth Starting Switchfrequency 3-ga1actosidasc % phase
Mediuma colony activïty (MU) ON ceils
ONtoOFF OFFtoON
MC4100.X6(ptrfl)
DL844.X6
DL844.X6(ptrfl)
MC4 100X15
ctpB+
lrp+
afaF
ctpB+,
trp+
afaF+
ctpB+,
trp
afaf
clpB÷,
“p-,
afaF+
ctpB
lrp+
afaf
1.47x11X3
1.$lxlOE3
U
U
U
Phase-ON
Phase-OFF
U
Phase-ON
Phase-OFF
U
U
U
U
U
U
U
U
U
M9
M9- alanine
M9- leucine
M9
M9- alanine
M9- leucine
M9
M9- alanine
M9- leucine
M9
M9- alanine
M9- leucine
M9
M9- atanine
M9- leucine
M9
M9- alanine
M9- leucine
ctpB M9
1rp M9- alanine
afaF M9- leucine
112±9
36 ± 3
53 ± 7
87 ± 21
18±5
10±3
47 ± 22
8± 3
493 ±59
197 ± 39
250± 3
338 ± 57
163 ± 33
200±66
775 ± 60
170 ± 20
238 ± 71
3.16x1OE2
3.24x1OE2
2.37xIOE2
2. 64x1 OE2
21.1
3.68
19.12
4.53
40.35
2.96
33.6
2.91
DL844.X15/1
U
U
U
